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I N T R O ' D U C C I O N  
1.1 Conceptos Grweraler 
En e l  aiio 1909, CarLoe Ciqm describid una nueva tripanommiaeie 1 
en Minas Geraio, B r a d l  (1). 
La enfermedad de Chagrs o Tripanoeomiaeie kericana ee l a  hempa- 
raeitoeie h\ma.na de mayor incidencia en Adrica, ya que af ecta 'aproxi- 
madamente a 20 millones de peroonee y ee eetima en 100 millonee (2) l a  ' 
I 
poblacidn de gome ruraleo d h i c r o  potencialmente rurceptiblea a l a  
:.d 
infeccibn. Eeta enfemaedad constituye un problem ddico-social de tal 
magnitud que s e  han implementado progrenrae aanitarioo a n iv i  I nacio- 
naler e internacionaler con el objet iw de dimuinuir l a  t t a a s h i ~ # n ~  
controlar laa &reas endbicae y eatudiar loe proceeoe pato18gicoe, con 
I 
- 
l a  finalidad de combatir e r t e  mrl. Entre lad inotituCioner coaprometi- 
dsr. a nivel internrcional en e l  luch'a activa contra e r ta  enfermedad re  
cads y de. control (3).  
1.1 1 ~pidemiblogh 5" I J 
C '  I I.. 1 
Carloo Chagao (1) descrfii.6 al  agente etibl6gico de esta paraeito- 
do tambisn e l  ahlamiento del p a r h i t o  a par t i r  de pacientes febrile8 y I 
e l  ciclo e v o l u t h  del mi- en a w  distintoo hubspedee. I 
E l  $rea de di'epereibn del agente etiol6gico de l a  Tripanoeomiasie 
Americana abarca gran partr del continante americano, deede lor  Eetadoe 1 
~ n ~ d o ;  de Norte Amsrica h u t a  l a  ~rov inc ia  Argentina de R!lo Negro. 
- 
- 
Sin embargo, en e l  our do 10s Eetadoe Unidos. de Norte Adrica no 
I '  
I - 
hay enferndad a pesar de em-trarec e l  .gent= yector, lo-&@ ee atr i-  
huye a l a  no domiciliacibn de laa especieo de ineectoe vectgres a l l$  
exietentee. De tal  mod0 que l a  endemia chaghica ee propiamente latino- 
americaaa. En l a  RepBlica Argentina, e l  l rea  encismica abarca l a  mayor 
parte del terr i torio nacional con l a  eola excepci'on de lae provinciaa 
o$e auetraleo, oiendo laa del norte, noroeste y centro, l a ~  afecta- 
dm. 
E s  un hecho innegable que l a  endemia cbaghica avanza permanentemea- 
t e  hacia areas indenmas, facilituda por e l  fenheno de las migracioneo 
deede lae  comunidadeo ruraler en la6 cwlea era gntenaa e l  t r i a t m d m ,  
hacia 10s centroe industrialee. $;stas migraciones permiten e l  tr-por- 
t e  paeivo de 10s inoectoa, 10s cualer son capacea de prosgerar abn en 
aonae ecoldgicamente desfawralilw, aprovechaudo e l  microclimg qua ofre- 
ce l a  mnrada bmana t4). A d d ,  rawfavorece e l  riesgo de trammbidn 
por tranefueS6n de aangre., coma ocurte en l a  RepbUfca Argentina oon l a  
exiatenci'a de. prevalencSa srerolBgiea para etiatar en provincias d d e  no 
exiate e l  vector (5). 
En l a  RepGUico Argentiira, aa e a t i d  que l a  prevalencia de l a  infes  
c i . n  alcanzd un 6% de l a  totalidad de loa varoneo de 18 aiioe de edad 
en e l  a h  1981 (5). La prevalencia de l a  infeccisn chaglaica se encuen- 
t r a  es.trec%amente relacibnada con L a s  condicibnee eocib-eco&icae de 
l a  poUaci6u., Uno de sue elementor, l a  precariedad de laa viviendas, 
hace que aean haliStats favoraUeo para l a  multiplicsci6n del inaecto 
vector, por l o  que laa camp&. de desihsectaciiin adecuadamente plani- 
f icadae y ejecutadae tienen una hpartaacia relevante en e l  control de 
la e n f e d a d  de Chagaa. 
1.1.2 Claaif icocibn t ~ ~ c a  del agente etiolQgico 
El protozoo pa rh i to  cawante de l a  snfermedad de Chagas o Tripano- 
somiash Americana se ub3ca.eietdricumente en l a  clase Mastigophora 
aoeomatidae (Doflein, 1901), gke ro  Trypsnooo~na (Omby, 1843) , seccidn 
'Stebcoraria, Subgbero ~ o t r y p a u u m  (Cbagas , 1909) , eopecie Trypano- 
vfas o mecaniswe: 
1; 
1) Por intennedio dal vector. No catbe duda de quo cs l a  principal mane- 
ra de tranouieibn de l a  enfezmedad y seg\rir6 etendo la .  forma predolainan_ 
I ' t e  haata que s a  logre e l  controJ de loo triatominoo domiciliarios y pe- 
ridomiciliariba. La conta~ihacfaa 6h1 hodire ee real iea p6r las deyec- 
cfonee. que e l  h c t o  depooita mbre l a  pie1 en e l  plomento de picar. 
Eotaa deyeccronCs contienen l a s  formas metacfcl%ces infectantes del  pa- 
r&r%to, Ise cuoleo, genetran al inter ior  del organimno a t r a v h  de las 
mucoaarr (.conjuntSvaal, atraveeando eplderraib, muy delgada corn l a  de 10s 
ni?iota, o aprovrchando he rua s  g microher%daci prodacidas por r-cado 
I (1*7s81* I  r hrI - 1  I  
21 Pat: medio de transfwibnea. La-posi€dlidad de l a  traneasisiiin de l a  
enfernledad de Ckagaa, por auhdio da la  trlraafusi8n de sangre se conace 
desde '1936. En la  actualidad re a a b  qae eata for& de c o n t d m c i b n  
- con e l  agente patbgano ee respowalile da un elmado n&ero de cubs .  El 
I 
fndsce m&1. aceptado por 108 dietintoe autoteo de La prevalancia de da- 
dores'de sangre poeitivoo para Ch;agas ee estima en tm 10 por ciento. 
E l  control rigurooo en bencoo de orngre dSdnu$r6 loo. rgeogos de con- 
-- A T  
> 
- ;L 
tamlnacS6n por eeta vfa (A,9) . - ,  I - - 
I II C 1 l  - 
3) Vla tramplacentaria o Chagao connatal. Son nuaetosoe loo-trahajoo 
- U I I  ' 
- 
que conf irman incuee t i o n s b l a n t e  a s  te mecqnismo de transmisi6n, ya sos- 
pechadp por Carlos Chagas en 1911. 
E l  pergodo de l  Chagas materno puede serindistintemeate agudo o cr6- 
nico, correpondiendo a e s t e  dltiaw la  inmanss mayorfa de 10s hallazgae 
reportadoe. La incidencia de la infaccibn chagssica por e s t a  v fa  no ee- 
t B  euficientemente ertudiada, aunque s e  esti& entre  ua 3-5 por ciento 
de 10s hijos  de madree infectadas (9) . 
4) Vfa o ra l  o digeetiva y accidentee de laboratorio. La vfa o r a l  ha ei-  
do postulada como poeibilidad de infeccidn natural  por varios investiga- 
dores, per0 de e x i s t i r ,  ea segursawnte l a  -&a de infeccidn menos frecu* 
t e ,  salvo en accidentea de laboratorio debidos a 1  manipvleo d e ~  material 
que contieae parseitoe y a 1  trabajo con animales en experituentacibn, 10s 
c u d e s  son generalmente controlados con medicaci@ m ~ o . r t u n , .  
- 
8 8 
1.1.4 Formas c l h i c ~  de l a  .enf e m d a d  de Chagae 
En l a  enfermedad de Chagas se distinguen en general t r e s  periodoa que 
caracterizan otras  tantae etapas de l a  evolucidn de l a  parasitoeis: un pe- 
riodo agudo, un perfodo crdnico a e i n t d t i c s ,  denominado tambign perlZodo 
de latencia y un perfodo cr6nico a i m t d t i c o  (10,11,12,13). Esta afeccidn 
es sumamente part icular ,  ya que 6610 s e  hace aparente con un c q l e j o  of- 
talmo-ganglionar en un 5% de 10s caeos, durante l a  p r b e r a  ' fase de l a  infec- 
cibn: perfodo agudo, d e n t r a s  que e l  95% restante  de lo. individuos infecta- I 
doe no presenta sintomatologfa elrpccffica detectable. Se ha descripto la  a- I 
paricidn de sfntamaa no e spec f f i co~  o de algunoa poco eignificativoe, tanto 
que e l  afectado no sfente  l a  neceaidad de efectuar consulta d d i c a  (14). Un 
aspect0 hpor t an te  ee que entre  e l  66-832 de 10s casoe de Chagas sgudo ee 
obeenra en niaos menores de 10 aiios de edad (9). 
Por lo que reopecta a l a  gravedad, l a  .mayorla de laa infeccionee 
chaghicae corresponden a formas levee o b a a i g ~ s  de l a  enferndad; 
un 19% corresponds a formu de PPsdirrur gravedad y solawate un 6% eot6 
constitu$do por casos graves. 11 75% de loe., casoe levee presentan gene- 
ralmente eecasa eintomatologla y en general ewrlucionan espont 
superando e l  curdro aintoautol8gioo hacia e l  perfob de latencia. Laa 
formse grave6 y Be mediana grrvsdd se relacioncm con loo enfermoe que 
presentan l a  pol~sihtomatologf. h&twlacmte descrgpta eolno miocardi- 
t ie  aguda o meniqoencefalitis chqbsica ugt,ula. 
t a t  - 
- 
I .  . ' 
1) Fase aguda de, l a  enferndad 
Como se.~arncionara snteriormemte, l a  farre aguda ee otioerva general- 
mente en niiiao de carta edad (1 11, dimi'nupendo l a  sintomatologf a en 
forma progresika' (5). Un alto porcentaje de 10s pacientes presentan ede- 
ma ocular (aigno de bcriia). (8) 6 cutheo Cchagma de Cnoculaci6n) en l a  
eona de inoculac~n del parhSlto ,derpuSs de un perfodo de inculjaci6n de 
que ocupa un lugar destacado ya que a'vcacss se llegs a1 extremo de eer 
e l  Gni'co afntoma que prLctScamente eotd shnpre prbleente en loo creos 
diagnoetfcados de.Chagso agudo, acolnpdiado por cefdrrrrr, canoazbcio, do- 
lore. art~culares y beeos diversa, petequire, 
heppto-eeplenomegalia y en lactantee. 
En eatoo Gftimoe ron stmatents bportantee tan6iSn e l  compromiao car- 
draco y l a  meningoencefal%tir. (9.15). La aortalidad en eeta faae de l a  
cnfermedad de Chagaa oscila eatax? un 2 4 %  de 10s kmoe (141. 
2) Fsee latente ' -,, $;l *-<, : L. 
7.,.",:.- , 
. + 
. .A,*. i .  - .  - 
E l  65070% de laa persoaas infectadas con Trypawsoma cruei no pre- 
7 -  .i 
senta eintomatologfa hasta Eos 40 &e de~tdad. Hay que coneiderar que 
l a  enfenmadad de Chagaa u un pmcuo de evblucibn lenta en l a  ma&ria 
de loa cmoo, con una aparician gradual de l a  eintamatolog4a, y que l a  
infecci6n por T, crgzi em a menudo inaparente. 
Durante eete pergodo, l a  paraa%tannSa or detecta a610 por t@+#gae 
paraeitolbgicae indirect- ( l6)  , avidenci&rducie en c d i o  altos dveles  
de anticuerpoe eopecsf icoa 07.18) . 
Esta f- de l a  e n f e d a d  de Chagae sa caracter i~a pot e l  amp&- 
- '  - 
mion y afeccidn de dietintoe b r g h o ,  prltircipalmente e l  corazdn y e l  tu- -:. - 
tio digeatiw (13, 10) . C& o&aI.ar que l a  aayor prevalencia do patolo- 
gCa en l a  faae crbnica, se prerenta en aquelloo paciontes que evidencia-t 
ran manif es tachnee- clfdcas: durulte l a  f are aguda (1/9,20) . 
Exfete una correlaci6n oXgnffScativa entre l a  forma c l h i c a  y e l  
area gaogrlfi'ca, aunque oe dewnoce e i  eote f e h n o  ee d e b  a l a  va- 3 
rialiili'dad de 10s hu6epedeo en l ac  dietintea: conas, a diferenciae en 3 
-4 
ELac%6n, a condikioneo. smtiSentaleo , a ' comWhacionee be estos factor- I 
: 1 
o a otror a h  de&onocidoe. - . 
a. 
En l a  Repmica Axgentha, l a  mansf eetacSn m'rs f recuente de l a  f or4 L q, - -  
&A crini'ca de l a  enfezmedad -de Chagao ae l a  l u i b n  cardiac., l a  cud. ee 
, ,- 
evidencga generalmnte varioe &o deepude de adquirida l a  inf ecc*, 
ewlucibnando lenta per0 irreveraiklemente (21,2211, pudiendo deoencde- 
nar l a  muerte prematura del pacbnte. 8e deeconoce haeta e l  preeente l a  
existencia de curae eepentkeas de 1s infeccidn chag'irrica. 
1.2 Ciclo de vtda de l  Trypanoaums crus i  
Trypanooama cruzi eo un protowo p a r h i t o  digen6tic0, cuyo c ic lo  de 
vida involucra l a  alternrmcia de dos huLspedes: un d f e r o  g un inoec- 
to  hematdfagu qua represents dl ~uh@ed intermediarib o vector (Figura 
1) 
1.2.1 Ciclo de vida en el hghped inverte6rado 
Carlos Chagaa d e s c r i W  ell c ie lo  de vida de T. cruzi  en el huhped 
1 
invertebrado (.I) y eu estudib fue pboteriormente profuadicdo por otros  
SnveetSgadoree (P3,24) . E l  T, c m s i  pa rmr ta  e l  tub0 digeetivo de m b  
de 80 eogeciectk trfatominor (25) pertenecikmter a l a  subfani l ia  Trfa- 
tomsnae, famils8 Reduvidae, orden H d p t e r a ,  #fen& Triatorna infeetans 
(26,27) e l  prSncfpol'.vector de l a  enfermedad de Chagaa en l a  RepGblica 
Y i  
Argentiirs. Eate 3;no;ccto eo de -%tat domicfli'arii, jr perfdomiciliario, 
hahi'endo especiea ea2vgticaa trrrawpfoorao de. l a  - i'nf ecci6n. La inf eccidn 
del  hugsped invertelirsdo par T. crued oe produce durante l a  ingerta del  
ihaecto ,qge eucciona lae formm sangu$neas de l  p a r h i t o  (tripomastigotee) 
junto con l a  oangre del  d f  ero infectado. LOB t r i p a s t i g o t e s  
eufren una sesh de trawformacibtw fikiioldgicaa y morfolbgicae en e l  
t u b  digrotiwo de l  insacto, originando infcialmente amastigotee o esfe- 
rbmraeiigotes loo cualeo eta d t i P i i c a n  durante un xzorto perlodo de tiem- 
po , t r ~ o n & d o s e  pooteriormente en epimaetigotes . E l  eatad20 e p w -  
t igat~e,  eo l a  forma multiplicativa de l  p a r h f t o  p , e l  reaponeable de l  man- 
t en iden to  de l a  i n f e c c s n  por T. tiguzi en e l  hugoped invertebrado. Fi- 
Msrlogast rio 
Figura 1 , ' C i  c l o  b i o l d g f  co del Trypanosoma c r u z i  . 
nalmente , algunoa epimastigotes se transforman en tripomastigotes meta- 
cfclicos en la ampolla rectal del insecto, que son eliminados con las 
hecee del insecto juntaeute con epimastigotes no diferenciados (28,29). 
' 1  . Brack (24) describid el desarrollo del parltsito en Rhodnius prolixus 
, - -s- 
experimentalmente infectados, encontrando loe tree estadlos del parhito: 
d 
esferomastigotes o amastigotee, epimastigotee y tripomastigotes. Los epi- 
mastigotes preeentaron doe tip- morf ol6gicamente distintoa : epimastigo- 
tes cortos que se multiplican activamente y epimastigotee largos que son 
-. " 
fncapaces de multiplicarse y aparentemente tambi6n de diferenciaxse . Tan- 
to 10s epimaetigotes coma 10s eefermastigotes serSan 10s precursores del 
estadfo tripomastigote metacfclico, infectante paqa el mamffero. 
Ciertos aspectos del ciclo evolutivo de T. cruzi en el insect0 hema- 
tdfago eon todavfa poco conocidos, Por e j q l o ,  Brener (30) o b w d  la 
formaci6n de graqdes masas de parhitoe pocas horae despuds de la inges- 
ta, sugiriendo la posibilidad de la exietencia de fusidn celular, hips- 
tesis que no ha eido corroborada hasta el preeente. 
Asimismo, se desconocen 10s factoree que determinan la dgstinta sus- 
ceptibilidad de las numerosaa especies de Triatominos a la infeccidn 
por Trypanosoma cruzi (16,311 y 10s factores que inducen la transforma- 
cidn de epimastigotes a tripamaetigotes . 
Los tripwtigotes metacfclicoa son eliminados con la orina y/o 1 6  -4 
heces del vector, que son generalmente depositadas durante la hgesta so- 
bre la pie1 o mucosas del mamffero (7,8). Los tripomastigotes metacfcli- 
cqs.presentan la capacidad de penetrar en las c&lulas del hussped verte- 
brado iniciando la eiguiente fase del ciclo de vida (32). 
1.2.2 Ciclo. de vida en sl mamSfew 
Ad& del hombre hay ~nrt.rorros brdenee de d f e r o s ,  tanto silves- 
tree conua doakticos, ewceptiblm r l a  infeccibn por To cruzi (33.34, 
35) , Se han detectado de 100 especies de d f  eroo ,pertenecienteo 
a 8 brdenes distiOtos ,naturalmatte intectadqo con tripawsours quc mu% 
tran caracterfaticas i d h t h g e  a 108 T. cruzi' aislados de h m o . ,  con 
reepecto a l a  morfologSa Be las formas rurgu$maa, ciclo de vZcla ba 
tr iatdws y mimales e x p r ~ t a l e a  y reaccfonee de irawurldd cnlmdu. 
Laa wee y loe anfihioa eon reoibtaates a l a  infeccsn por T. c m i .  
toe tripomustiptee ~licrtsebc;ricoe eliminadoa por e l  vector penstreq 
-- . 
I '  
- 
en e l  numZfero por alguaa de loo diVcresa vfae o mecraiemios detdlladoa 
lae cQlulao d e l  v e r t e b r a  (323, transfozrPlladose en .out%gpatar, 1iBr.e 
en e l  cftoplaema'de l a  c€lula fidrpad, Lor amartfgotm son l a  for~u mt- 
t$plicat i la  Q~acdular  del pa rh i to  en el '  d t e r o  y , c o n s e c u e r i t ~ t e ,  
son reuponuali;lee del m a n t e n m t n  de la  Snfeccibn en e l  d f e r o .  
Un m j o r  canocfmicnto del ciclo de vida da Tfypanosoms crusi en lao 
c6lulae del hueSped werteGsado fue ~ p o s i ~ e  graci'ao. a1 trabajo de Kofoid 
y col. (36) y Nqer y col. (37,381, quienee lograron reproducgt e l  ci- 
\ 
clo de T. erne$ "ih vZtro" en cult* de tejgdoa. Rate eietema experinend 
tal f w u t f lk .do  pot numroma i n v d ~ a d o r e o  deede entoncee (39.40.4 1, 1 1 1 1 
L- - . '  
42,43,441. Lor resultadon o6tenidos dsaueetran que ma m f o n e  cdlula 1 
ped puede eer ihfect.de gor uao o varibo p u b i t 0 8  en forma simultbea 
o no. h a  vez que loo tripomretigotea penetrap. en Ig cSwa, buboped, re- 
, * 
. . 
I ' 3" I . - , , I  
q - 
tfenen eu Boovilidad por un corto Irpw y posteriormante adquierea forola I 
. A  
w a l d a  o redolbdeada y el  flyp80 re  acorts notaliiemente, alamzando aha 
1 r a 
longi'tud de aproxihPadmnte 1 lira ( 4 5 ) .  UM vez concluSda l a  trausforma- 
ci6n del tripomaatiglote en amastigate, ra te  bltimo garnmece en estado 
quieecente durante un lapso varfable (44), denominadti+ ~ C n m e n t e  pergo- 
do lag, previo a l a  iniciacidn de l a  f m e  reproductiva por divirldn bi- 
naria. Se derwnoce a6n el significado de eqte per%& quieacente. Se 
han realieado eotudioe de l a  r l terib dc DNA pot autorradiografsa, 10s ' 
cuales indican que hay sfnteeicr de $cUo dasloxirribonucleico duraate 
e r t e  perhdo (.46). AsWaw, r e  d m r t x 6  que l a  sfnteeir  de BlOa se  hi- 
cia  aproxihademente 2 lioras derpuh de l a  ihteribrieaci6n del  p a r b i t o  
en l a  cLlula d e l  verteksdo (471. Por l o  tanto, no se  requ4ziz$a ggnte- 
eio de RNA para e l  procero de tran;rSor~ucr#n del trinonraotigote em -- 
tQote ,  qua implica e l  paaaje de una c6lola a arrestad. em 
($81 a una cglula qua, &$cia 8u c i a o  c s l u l u .  
Anter de l a  divisiSn, loe .sut%gotee aumentan grala&mtta de tu- 
w2bi a conthwpd6n ae dSwiden e l  c i n e t ~ l a r t o  y e l  nb l ea ,  se furas 
un nuevo flagelo y f%halaente m divtde longitudinalmente e l  cuerpo del 
pareisSro (45). $1 tioPapo de dupl%caci$n f i t racelular  es variable p d e p ~  
den de l a  cepa de T. ems% , mfentras qua l a  ci'tocineris ea r'lpida, caap- 
pletiindoas en aproxiinad-nte 25 mibutas. E l  nhe ro  de divi~iorrsa y l a  
duracidn del  cSclo intracelular sa encuentran b j o  control g d t i c o  del 
parlafto C4314 F i n a l m t e ,  l o s  ugutigotes intracelulareo sufrem uaa 
tranefotleaci7h a trfpoPP4.tikates, proceeo que r e  coarpleta en apro- 
ximdr~aerrte 24 horse (441. No todoa l o r  parSrStos %ntracelulares se tta* 
Pormaa en tripapiartQ,atra en fornu rincr6aica. Por lo  tanto, en una rdie- 
ma c a u l s  infectada pot T. crtlai 'pueden encontraroe todoe l a s  a s t ad~os  
Al t ihal tbar  e l  ciclo intracelular do T. cruzi en e l  m d e r o ,  e l  mo- 
viudanto de 10s par&dtor. ee emummte intenso, prodwi6ndoae l a  ruptura 
de 1s cdlula hueaped con l a  conoeeuente l ib rac ibn  de 10s parhi too que 
con capaceo de infectar imediatawnte nuevas cdlulae huhped o l i b r a r -  
oe a1 torrente rmguineo. Loa triptmwtigotea cranguQneos circulantes, 
son eventualmente ingeridor pot el vector, complatbndoae de es te  -do e l  
ciclo he vida. 
B l  Trypanosoma cruri  eo un proto~oo poliiebrffco, que a l o  largo de 
eu ciclo de vida preaeota varSoa eatadha fscilmente i dmt i f i cab lk  por 
dcroocopfa 6ptSaa y alectrbnica. La daf insci'on de 18s dist intae forpaas 
del p a r h i t o  se W r  en: l a  f o m  8aerOl de l a  cslula, l a  d isposic ih  
del ~Snetoplarto con rerpecto al nt5cleo.y l a  regi6n por l a  cual emerge 
el flagelo d e l ' b o l ~ i l o  flagelar (h9). De acuerdo a ertos c r i t e W ~ ,  s e  
puedea ideor~#d*r  trea e.ctadSba del pattfto: e l  r u t i g o t e ,  e l  a p i u r  
tggote y el  tripom~stigote Ufigura 2) .  
A conti.nuaci2!n re. deourffi Eix~dmesite l a s  t r e s  formas del pa rh i to ,  
con eepecihl 6nfaaia eobre l a  laorfologCa y' ultraestructura del eotadQo 
eon fotmas.esferoidee que.m$.den entre 1,504 p de ancho, las cuales se 
desarrollan introqelularmente en loe tejidae del hospedador v e r t e b r d  
y extracelulamuente en el tracto digestivo del ineecto, en e l  cud. pub 
den' famar mlpan. de: orgmirmos (30,45,50). E l  cinetoplasto eat& p r a x h  
al nGcleo y preosnta l a  apalriancia de una dolile capa de f i b r i l l a s  (45). 
Laa ohurrv.c2bnee realisadata mediante mi'croscopfas de contraate de faae 
y electrdnica han permitgdo demoatrar que eetaa form- presentan un cor- 
I - FLAGELO 
NUC LEO 
C I N  ETOPLASTO 
- - 
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Figura 2 .  Diagrama que i lustra 10s estadios morfol6gicos pre- 
sentes en e l  c ic lo  biolbgico de Trypanosoma c r u z i .  
t o  flagelo de aproxiaradamente 1 de longitud (45). 
Brack (24) design6 esferowaltiglatee a lesr fovnseo redondead- presen- 
tee en e l  tuba digeetivo de l  hufsp@ invertebredo, ps ta  dffercwciarlao 
de 10s amas.tigotes i n t r ~ c e l u l a t a s  presentas en e l  d f e t o ,  a peear. de 
no olaservar dif  erancSes a1 m i e ~ e ~ w p % o  e1actrbni;CO. 
1.3.2 E p h s t i g o t e s :  eon fonaas elongadm que mideu en t r s  20-40 p 
de Longitud y que presentan una co r t s  m d r a a a  ondulante y un flagelo 
l i b r e  anterior.  El cinetoplaeto eet* local%zado anteriormente al nfcleo. 
Los epimastCgotee eon fotmrrs extracelulares capacee de dividirse  bi- 
narfmente. Su W i t a t  natural  er e1 t racto digesti'vo del  liu6sped inver- 
tehado y snn 1- formaa preda~~ihuaterr en cultivoo a x h i c o s  de Tccmus&. 
E&e estadfo, dl igual qua e l  rprastigote, preeeata uh cito8to0~1 ea 
e l  cual ee oboe~~va una di'agorfci;bn' peculrar de partsculae a l i8pd .s  
Loe. ~ ~ t u d i b s  realidador por dnraecap$a electr6nica mediants tgcni- 
caa de. crib-fractura, dmaertran que e l  eetadfo e g ~ ~ s t i g o t e  d l parhi- 
t o  preuunta \ma mayor dcnrSdad & pertfculao %ntramdiranoeas que l o r  
tripomaatSgoteo: srmgufkeos, l o  que Endi'ca qua t iene una diferente  tela- 
E l  f lagelo, el igual qua aa l o r  o t ros  doe e a t a d h  de1: p a r h i t o ,  pre- 
eenta una estructura b$oSca &&lar a l a  de otroo flagelos,  con una dis- 
podcibn 9+2 de 10s microtfbutoe de l  B X O I L ~ ~ ~ .  
. ' ESn el epimaotigote, aaf carpo %a e l  tr@omasti'gote, se encuentra m a  
eatructura filautentosa qua ha sfdo denominsda paraflagelo o estructura 
paracial, cuya funciba no ha eido aGn es tudkda  en detel le .  Esta eotruc- 
tura  presanta una diepoeici5n re la t ive  conetante con reepecto al axonema, 
pero eu pooicirjn con reweeto 81. cuerpo dtlpark.i to varLa considerable- 
mente, tocando a vecea e l  cuerpo de l a  cblula. La eotructura p a k c i d  se  
presenta 6610 en l a  porci6n f lagelar  local i teda fuerr  de l  bo l sUlo  f la -  
ge l r r  (45 ) .  E l  flagelo se 'adhiere al cuerpo celulsr  por uniones que apa- 
rentan s e r  de t ipo deomoooma, formando ma corta mdkana ondulante, ($2). 
Eri 10s t r e s  entad$ota de l  p w b i t o ,  e l  f lagelo me encuentra coacctado 
con doo cuerpoa baealer uMcados muy p r 6 x h o  entre  rf. Ee co& encon- 
t r a r  cllu1.o en d i v i s i h  con m t r o  cuerpos' h a l e e ,  l o  que indfca que 
arabor cuespos Ueales ,  uno de 10s cualeo e6ta coneotado a1 f lagelo a tra- 
vgo de l a  placa twiaal nfmtrru que e l  o t ro  ea adyaaente, o m  capacee 
de repliicaxrre C45). 
La mS.tecondri"o 'ee GnSca g prerepta c r w t r a .  a1 igual que en lota otros  
don. ea tadha ,  ao hatijtbdoae. encoatredo diYerenc%as bioqufnicas en el me- 
totiolE01~ reopikatorio de L l s ,  t r e s  fotmarr del  parh%to (53). H1 ciastm- 
plaato eta una reei6n etapaci'alit-ada de l a  mi'mcondria boica de lae f d -  
1S&s Tryp~noeonrcrtSdae y Bonodidae que eats conrt$t&a por material 
filaanentom, ]toe cuarpoa IjlP11.e~ s e  a c u e n t r m  p r b x ~ s  a1 'cinetoplaoto 
en l a e  t r e e  forma dal parhfto. POT ~cro tacopfa  electr6nica pudo demos- 
t r a r s e  que e l  cinetoplaato art4 colapuesto por f ibr i1l .s  similares a l a e  
encontradm an e l  nucleoilde bacteriano, pudiendo compr6isroe que eeta  
consti'tufdo $or DNA. El cihqtoplaato de l  epimas;tikote prerentu e l  mate- 
rial Eilar~entoox, en una lhrea de f ikas denwmente empaquetadas parale- 
lar. a1 a j e  longisudi'tuf de l  pmtoamo, l o  que. da una 'aparicincia de una 
dolile capa de f f i r a s  (451. & % , I .  " I  I 
1. . . -. - . 
Uua estructura nrorfol8gSca similar u encutntra en loe  f o r m  ~laao- 
t iguter.  A l g u m  fi ' tirillaa de DNA parecem contrctar con l a  mdkana mi- 
tocondri'al interna. E l  DNA-cine.tql'sstiko represento entre  e l  20-25% del  
DNA t o t a l  del e p ~ t f ~ o t e  de T. crucf y e a t s  conatituSdo por una red de 
6 20.000-30.000 minic$rculor de un peao molecular de 0,9x10 . 
El an6liois del DNA por enslmaa de rwtricciiin demoetrd que 10s 
dnicfrculoe  aon heterogsneos en cuaato a l a  oecuencia de bastes (45) . 
Loe minfcfrcuho ee encuentran ea'un a l to  ntPlero de copiso yor p a r h i t o  
I 
y eu funof6n ee b t a  e l  momento demconocSlda (54). 
E l  DNA-cinetoplhtico preeenta t&&r msxiebculos (55) d e  aproxi- 
6 
madamente 10 utu de d ihe tno  con un PM de aproximadaumte 26x10 , que 
e e t b  preoentea en un b j o  nfimero de copsaa por cglula y contienen l a  
fnformaci6n gen6ticr correopondSente a al- de laa protesnas ntitocon- 
caa, lSmwmas., gl~eoeomor (561, g r b l o r  denma que tfenen actividad 
peroxidaaa (511 y petoxirronure. , T d h  re  o b e ~ r v m  retgculo endo- 
pl&mico 1 fm  J! rugaao y un complejo de '6olgi' ub%cado entre e l  nGcleo 
y e l  cfaetoplurto, en l a  regfin cercana sl b l a f l l o  flagelar. 
E l  nGcleo del e p h t i g o t e ,  al fgual que e l  d e l  amastigote, as re- 
dondeado, maibndo aproxiibedrprenta 2.5 p, y tfene una orgaaimaci6n es- 
tructunl. aparemtemmte a i m i l u .  a l a  eltcontrada en otras  d l u l a a  euca$ a 
gitud y 2 w de echo.  Preumtan una caracterfet'k'cC lfarma de C, un ciae- 
topladto g r d e  oval o rsdandeado de aproxhadmtente 1,2 p~ de d i h e t t o  
pr6ximo a1 extrano poetarSor da1 ouarpo, un f l a g d o  1Sbre antersor y una 
I m&cmr oadulrate con 2-3 ondao plcmu C45). A 
Se. kaa deacrQto daa tSpos de trip0~luSS~oterr eangu~neos, que tdih 




fectadas por T. cruzi. E l  primer t ipo  ea delgado, con un nGcleo alarga- 
do, un cinetoplaato subterminal p un corto flagelo l ib re .  Se l o  denomi- L -  
na tripomastigote delgado (slender) . E l  otro t ip0 de tripomas t igote  ee . \ . - .  
.7 : r  
I+ . ancho, con'un nGcleo oval, un cinatoplaeto terminal y un largo i lagelo 
4 -  , 4 
_ l i b re  y ee l o  conoce con l a  denaninacidn de tripcnuastigote anch3 (broad). . % '4 
1 
La predominancia de una u o t r a  forma de tripomastigote, dependerfa de l a  
I t 7  1 
cepa o a i e l a n t % ~ ~ o !  de f . c r u ~ i .  Se ha sugerido que IU f ormas delgadaa 
7 
serfan principalmente reepoaeables de l a  infeccidn de las cdlulas de ver- : 1 I 
I tebrado, mientree qua las formes M a s  i n f e c t a t h a  a1 hulsped inyerte- - 1 
brado (28). 
El  cinetoplaeto de l  tripoaarutigote, .que es posterior a 1  nGcleo, pre- :! 
1 1  
sent. bl icamente doe upectoa.  I1 primer0 consiste en l a  diepoaicibn de ':h: ,I 
las f i b r i l l a e  en t ree  o cuatro capos paralelas en t re  e l  (58, 59). Egta 
estructura se denomind c ine top lu to  en io- de e a n u t o  (58) y es poco I] 
I 
frecuente, no habigndose obeervado en triporaastigotes sangufneoe. E l  ee- I 
gundo t ip0  de cinetoplaeto ee caracteriea por l a  disposicidn disperea de 
10s filamentos de DNA, que pierden e l  o r d e n d e n t o  tZpico de l  cinetoplae- 
- 
- _a 
t o  de l a  mayorfa de 10s t r i p a n o e d t i d o e  (45) .  
. - 
En e l  tripomastigote l a  mitocmdria em tubular y ae extiende desde 
el cinetoplaeto hacia el extremo anter ior  d e l  parCIsito (28). - 
- i 
Loa t ripomas t igotes  preeentan una cubiert a f ilmuentosa , d e n d n a d a  
- 1 -  - ' 1 
glicocllliz, localizada en l a  ' u r a  erterna de l a  membrana p l a d t i c a ,  la k-: $ 
cual es ,a ( 15 nm, aproxbadamente) que l a  de 10s eatadfoe @mas- - i 
tigot'e y m e t i g o t e  (5 nm, aprcnskdamentr) (45). Al igual  que en loe o t r o s a .  
doe eatadfoe de l  p a r h i t o ,  se obrervan microtiibulos subpeliculares por de- + ' 
- '1-1 
bajo de l a  membrana celular,  except0 en a l p a s  Qreas de l  bolai3.0 flagelar.  1 Ld 
Un grupo de microtGbulos, e in  aparente continuidad con 10s laicrotfibulos 
subpelicularea, aparece en eetrecha relacida con e l  cuerpo basal  (60). Se - - 1 
observan tambih dos cuerpos basales tfpicoe. El camplejo de Golgi ee en- 
I 
' I  
- - 
. ' I L d  
1 
I - 
' I .  
duentra ubicado en t re  el  obsarvhdoee ramifi- 
cacianas de l  re t fculo endopMemico rugoao cerca de l  complejo de Golgi, 
l o  que eugiere l a  existencia de wa actividad secretora d e l  miam en 10s 
~e han descripto teih cueFpog multiveeicularea que intewendrfati - 
en secresih y lisoaoiaae (45). 
E l  nGcleo t iene  una organizac ih  ae t ruc tura l  s imilar  a la  d s  les Q- : ,  , 
- 
A - 
t r a e  formas d e l  p a r h i t o  per0 es elongado. Mide aproximad-te 2,s pal - 
y ee  encuentra localieado en la r ~ g i d n  cen t ra l  de l a  c€lula,  Es q i d a n -  
I 
a 1 
te  l a  continuidad exiatente  mtrs l a  membrana nuclear externa y el  re- I I 
A 
ti culo endopl8;enclco. El  material  c r d t i c o  e e  diatribuye en wae en l a  
pe r i f e r i a  d e l  nGcleo por debsjo de &a membrana nuclear y el  nuclcolo es 
. . liger-nte excdntrico (45). 
,I- 
E l  flagelq tambi6n presents la  eetructura  s x d c a  tLpica 
9 + 2 y emerge de l  cuerpo d e l  p a r h i t o  en a1 b o l s i l l o  f lage la r ,  cansi- 
derado como un e i t i o  de s e c r e q i h  y/o excresibn (28), aaf como t ambih  
- i 
de ingestidn de macramol6culaar par pinocitosis.  E l  f lage lo  ee  encuentra 
' 1 
t-qpente adherido a 1  cuerpo ce lu la r  d e l  p a r h i t o  por uniones de ti- 9": . - 14 a - ' 4 -  * 
po desmosoma (52). Cuando ae  i n i c i a  e l  1118viraiento f lagelar  , l a  onda e e  
- 1 
I 
propaga a l o  largo d e l  f lagelo y a1 a lcamar  l a  r e g i h  en l a  c u d  €a te  1 
e e  encuentra adherido a 1  cuerpo d e l  p a r h i t o  induce un m m i d c m t o  apa- 
rente  de l  cuerpo,,dando la  impreaidn v isas1  de una membrana ondulante. 
Elmovimiento puede propagarse deslde e l  extremo l i b r e  d e l  f lage lo  o 
viceverea. Por l o  tanto,  l a  m-rana ondulante de 10s t r ipanoeadt idoe  
no ea una eatructura real. 
Loe tripomastigotee se encueatran tranaitoriamente (ver 1.2.2) en 
10s te j idoe y en l a  aangre d e l  huhped vertebrado, ass carno tambign en 
- I  
l a  imnpolla rectal ,  lae  heces y l a  orina del hu€epad invertebrado, en 
cuyo caao reciben I r  denominaci6a de t r i p o ~ s s  tigo tee aretac~clima. bi- 
mianno, s e  encuentran en cultivao tmhicoe del  p a r h i t o  en faoe eetacio- 
1 .  C 
naria de crecimiento g en l a  f u e  lsquida de cu l t iwo  celularae infecta- 
, *-. . - 
dos T. crugi. E u t ~   for^. de1 p a r t S t o  m.w ihcapacee de d i ' v i d h  
J - - 1 I .  - , z ,  
JM I  , * 2 I-  ' 1 , '  ' 
8 I - 
..f, 8.  I I  I 
1.4 Las ~ e p a e  de Tryp.now e w a i  . : 
I I I 
Una cepa o aielamieato ee.un conjunto de pobJacionea o r i g W u  a 
par t i r  de un grupo de tribanoromm de una empacSe o e.ubspecie did., 
+ 
l o r  cualec e r t b  presentee *n deternincdo momento en IID hubaped o en 
. - 1 .  
pur l o  tanto, @or poUacioneu de parhitor. qae en general eon manteai- 
dm 6.j0 di r t in tas  eondScBnemc.de l&rator$o. LOB aiil&lentos de T. 
W r i .  p r o v h e n  de diht$ntur. fueatea , ya ma Be lioepeddorea selvlticoa, 
-
- 





. -. : 
- - &e&ad de. Clhsgaa-. 
L a  cepao de.T. cruri.liau aiilo caractrrSeadbn pgr mdio de cri ter ioe ~~ - I .
l iblbgieoa y Woquhi'coa., con e l  06jetivo 'fgnal de cl@*i'ficar 8 los mis- 
- - 
- - lu en grupoa con caraetexfs t icu  comuneu. y tiemecta ecer - ' ' I  corre1aciones - -  
- 
entre egtoe purheiror  y l m  dijreraaa man%festacionee cl5nicae y epide- 
r 
mi+lbgi'c:cu. dp l a  Tripenomdas3.b u r i c a n a .  h t r e  loe cr i te r ios  bioqux- 
L- . 
. 
:r- a d i x ~  utfiibrdor. para caracterisar a l a s  po61acibner ae T. crut i ,  ee 
L 
, 
encuentrau el.lafiS&e c~mparatiro de lo. producroa h l  c l f ra je  d.1 DNA 
r b- J .I : p y ~  
I I  -2 cinetoplbtSco y k u c l e ~ r  pOr ' ~ c m u c l e u u  de re8t rSccih  espedf ica  
- 
de 10s perfilee; - 
Laa caracterSsticae biolbgicas utilizadaa para claoif icar  cepm o 
. . 
.' de loo paziraitos sanguSneoa, puaStemia  en. rangre, t ropiam t isuldr ,  4 
I 
patogenicidad , virulencia y cow tituciiin. antigdaica (67,68,69,70,7 1, 
72,73,74). Mediante e l  eotudio de eatoe parhet ros  ae ha demoetrado que 
exiaten d f f e r e n c h  entre ais ladentoe,  l o  que implica que existen va- 
riacioneo intra-eapecfficacl en Trnamdolacr cmzf. 
2 n l  
Sin embargo, durmte a1 cnzso be varf is  euatudfos de caracter&,s&cUh 
de cepae de T. ~ r ~ e i ' ,  s e evidenci.6 l a  apaficisn de variaciones en algu- 
nrs c a r a c t e r h t i c u  GSolbgSceo y bSoqu4'mic.s de lse cepas, colsa por - 
ejemplo, l a  d imihuc ih  o aumdnto d'e l a  capacidad infectante de aim1 
mientos utlteni'dodor en e l  labratori0 saBQ die t intos protqcolo~ .J7!!$,7!+ 
L 
77,78,), ru i i c f inea  en l a  duracibn del ciclo intracelala= (79). lrui;f 
cioneo. en e l  ti'sagpo de dupl icrcsn  de 10s gasetigoter intracdulareo n= 
091, en loo patronee froenzihrOticoo (BQ) , etc. 
Lparlwtecht gostuld qu6 Trg.p)rromma c.mrJ eetS compuesto par pohlacio--- 
nea lieterag6mas de parhi too  y que lao condic%oneo de lalioratorio uti-  
. I '  
a lixadao: para mentener a loo aialami'entoo de .par&sk'tds ejercerIfan una $re- 
- 
e36n aelectiva sohre l a s  d i e t b t a o  su6po6laci'onea presenDee, caurandQ 
l a  aparente fnea,tatjSlSdad de lo6 parhatroo- bibl6gi'wo y b i o q u ~ c o s  ' - 
Eat8 li2flteoio 6a sfdo c o n f i d a  recientemente mediante l a  caracte- 
rikac'i8n Giblbgica de clonaa de T'. cruxi , que coustituyen poblaciones 
gen- i'cmente hombgCneso de parbrstoo, ya que provienen de aialamierntos 
unicelularer . Entre loo par(haetror eetudiaaoa se  ,enewntran l a  ciugtica 
de crecimiento de lecr formao epiiaastigote en medio de cultivo ZiBre de 
cdlules (821, e l  contenido de D U  to ta l  per organllwaos de epimautigotes 
en dietintas faaes de ctechiento g de tripcnnaetigotae derivados de cul- 
tivo de cLlular (48), e l  volumcn Blodal de ep;taaot&gooter de T, cruzi en 
. '  
4 
r*dio ~ W C O  (82). e~ C ~ C ~ O  intracelular c d t i v a  de ciiiul- 1441, 108 
antigenoo del eotadso epimarti@ote (831, e l  cuadro hietopatol6gfco en ra- 
tones endocriadoe (84) y l a  afitrided de ephasti'gotea de distintoe clones 
por un anticuerpo monoclonal (85). 
de haterogeneidad B3016$$ca e~ .irlamisntor ' da -maw cnuci prove- 
n i h t e s  de paci'enteo, cliagb.s'wsr, aunque e r  baauoaoca dia e l  origen de d& 
&a heterogeneidad. 
1.4.1 MantenWhnta da. T.. cruef  cao e l  l&tatprSo 
Tzypaaow ~ r w i  puede rer olurnten%do Wefinidr~armte en e l  laljora- 
torio tanto -- i n  vivo caao -- fn vftm . Ee posilile mantener a 4. cruzi 
viva en dsutintm eepeciee de red&idoe, vectaree naturales del parh i to ,  
-
mantenidoo. en iruectaribe (86.). &too Smector ee han utSlizado tambi6n 
para e l  x c n o d i ~ d s t i c o ,  que ee un lndtodo de diagdstsco parae%tolbgico 
bdirecto,  y para e l  estudio del prrrGito en e l  hugaped ihvertelhtado (16, 
231, T, cruei tambidn se mant%eno ladfaxate pasajeo earisdoe en mi3aalss 
de lsfraratorio, entre e l los  el rat&, mono, hamster, eonejo, perm, etc. 
(84,87,88,89,90,91,28). 
.To,dos loa elatedhi del ciclo qe vida del Trypanoma cruzi, tanto 
loe preoeuteo. en e3 mamffero cow en e l  S ~ e c t o  vector, pueden ser  cult& 
vadoe i n  vi t ro  s in  dificultrd. Cugndo oe inoculan tripolerstigotes smguG 
neos o parlikoos bbtenidoe a part%. del boopedado; irntertehrado, en &io 
de cultfvo d n f c o ,  o eea li5.re de c6lUm, d 26-28*C, loa parh i toe  se 
traneformm en epimastigotes ,' 108 cuales present- la -acidad de di- 
vidime, alcaneSndose altaa concent+acionea de pa rh i t o r  par 8al,&ry me- 
dioe de cultivo b i fh i cos  y m a k o ~ ~ s i m e  que penniten e l  cultivo da e- 
pimoatigotee de T. crur i -  iadefia&dasrcnte por pasajsa eeriados. Eete' 
eistema, fkilacente reproducible, ha oido u t i l i e d o  para obtener parg 
e i tos  para estudioe bioquimima e irrmzunoltigiccm. Se eupam qug loa e- 
pimaetigotes prwenientea da cult ivm sxkdcae son equivaleatw a 3er 
e p i w t i g o t e s  que ae encucatran en e l  tubo digestivo de l  hw-r 
invertebrado ( 45) . 
E l  estadfo multiplicative d@ 7 ,  crut i  en e l  haepedador invertebra- 
do ee obligatorianente intracelulrr  (1,32). Loe estudioe bioqu%cos 
e inowaoldgicos del mnmtigote raa brcaecw debido a 1.s dif iaaltsdss 
existemtea para aisler este astadto de l  pa rh i t o .  Como tse mmdanara 
rmterior~acnte~ Kmfoid y wl. (36) fuaran loe primclror hvetatfgadoreo 
que informaron robre l a  pomibilidd be cultivar a1 T. cruai en cult i -  
vo de tejidos con h i t o ,  infecttmdo d l u l a e  de vertebrado i n  v i t r o  
y reproduciendo el  ciclo intracelulrr  del  p a r h i t o ,  lo  que posibili td 
entre otras cosas, e l  estudio del  ciclo intracelular de l  p a r h i t o  gra- 
ciae a1 deearrollo de la metodologSa de cultivo de celulas y de apeto- 
dologfa adecuada para l a  obeervacih conthua de e r t e  estadfo del pa- 
r h i t o  mediante microscopf a de alta reeolucidn (43,44,92) . 
Exiaten t6aricae que pmibilitrm e l  dmlamiernto ds -tigotee a 
pa r t i r  de tejidoa nwscularea de anhales infectados experimentabante 
~ 9 a )  6 a pa r t i r  de cultivoe de c6lul.a~ (94). 
Sin embargo, lar r  cdlulse hulaped se deben raarper.p&ra exbrmr a 
log ammtigotea intracelularem , eiendo virtualmente imposible eliminar 
la contaminacibn por restoe celulatee de lae c6lulaa huhped, so- 
metiendo a 10s amastigotee a t6cnicaa de purificacida poeterioreo, E l  
posible daiio de 106 amastigotee durante locl procedimientoe de extrac- 
cidn y purificacidcr y e l  bajo r e d h i e n t o  de parhitem han limitado 
c o n s i d e r a b l ~ t e  l  eetudio d e l  eetadfo intracelulsr  d e l  p a r G i t o  . 
cos, t r ipomatigotes  derivadoo de a l t i v o  de te j idos ,  o epimastigotes 
de  T. cruzi en medio a x h i c o  a 26-28'C, qe 'observa l a  aporicith der a- 
maetigotes capaces de multiplicarae y l a  f onnaci& de sebaat3.c~ (1,97). 
Bstas f ormaa ison morf oldgicapberite similaree a 10s amastigotee int  os_ 
lularee . Aeimiemo, s e  'ha publicado que bajo condiciones determinadas 
de cultivo ee posible obtener amastitgotee en cultivoe ax6nicoa (98). 
Recientearente, l a  ut i l izacidn de. clonao de T. cruzi permitid e l  brr- 
r ro l lo  de unq mgtodolog$a adacuada para el mdntenimiemto de ests ssta- 
dfo durante tiempo indefinfdo (43). Teaabik  ee  ha demoatrado que loo 
tripomastigotas sangufneoe se trcrnef ormaa ea s~naetigotea extracelula- 
res en e l  robranadmite de eul t ivo de uaa 1Snea establecida de Triataraa 
inf estanrs , proponihdoee e l  tdrmino de estdfilaraarrtigotes para derignar 
eatas formas (51). Se requiere, s i n  embargo, una caracterizacidn Is&1 
profunda de eetos amaetigotes extracelularea a f i n  de eetablecer 1.3ro- 
malogfas ylo dgferencias con 10s aamtigotes  in t r ace lda res .  
E l  estadfo tqipornastigote puede obtenerse, para su mantenieriem$o y 
c a r a c t e r i r a c i k  en e l  laboratorio, s p a r t i r  de diversas fuentce, a adbar, 
a a r e  de d f  eros  inf ectados natural  o experimentalmate (tripemasti- 
to tes  sangufneoe), de heces u orina de l  insect0 vector (tripomastigotee 
metacfcUcos) , a bien de cultivolr ax$nicaa, fonnae qw. Ire supanen ,equi- 
valentee a la8 presentes en e l  insect0 vector (tripomastigotee metacfcl& 
cos), y finalmente de cultivo de te j idoe,  formas que ee  consideran equi- 
valentee a lae preeentes en e l  d f e r o .  En cultivos l ibres  de cglulss 
mantenidos a 26-28OC algunos epimaatigotes ee tranefonnan en tripaam- 
t igotes  a 1  f i n a l  de la faae de crecimisnto logarftrnico (75,99,100). E l  . 
porcentaje de tripamaatigotce varZa de una cepa a o t r a  y depsnde t& 
bi6n de l a  camposicidn de l  medio de c r e c i d m t o .  Se han obtenido r e c i c  
temente algunoe clones de lae cepae Y y CL,que presentan un a l t o  grado 
de dif  erenciacign a tripomastigates tde haeta un 95%) cuando loe para- 
e i toe ee cultivan en rnedro adecuado (101). Eetos tripamastigotee eon ca- 
paces de infectar  enimalae experimentalee y c6lulas de vertdrado;  
La utilieacfl5n de tbcnicm de cul t ivo de cPlulas poeib i l i tb  la ob- 
I 
tencidn de tripomastigotee pare estudios beloqu2:micoa, inmunol6gicoa, 
biolbgicorr, e tc .  T. cruzi presenta i a  capacidad de infectar  una gran 
cantidad de tip- celularee proviaientea de diet intoe anitwiles y de1 
hombre. Neva y 601. (102) lograrbn infectar  con facil idad tejidoa em- 
brionarioe de pollo, ratbn, p i e l  humsna, riEbn humano y amnioe humano. 
Prscticamente todas lcrs lilieas celulares mantenidas en l a s  habitualee 
condicionee de laboratorio son ewceptibles  a l a  infecciSn por T. cruei, 
as9 camo tambiCn cultivos celulares p r i m r i o ~ , t a l e s  oamo cultivoe de 
mGaculo eequel€t%co , mGeculo cardfaco, macrbf agos , etc.  Los tr ipanaeti-  
gotes de T. 'ctuzi obtenidos en el  sobrenadante de cultivos celularcss 
son infectantes para anba lee  experimentales y para cultivog celulares 
1; 5 i suprrf icie ce lu l r t  da.1 ~r&rmosou cruzi 
. * 
A &. , 1 1  d.tF 
- F 
La superficie celular del Tmanddtmka cruei preaenta doe camponen- 
\ 
tea: la  membrana p l a d t i c a  y una cubierta formada por  10s microtGbuloe 
subpeliculares, Aunque actualmente ee conoce que en l a  mayorza de l a s  
cllulire eucariontm hay roicrotcibuloe y microfilamentos aeociados con 
. .  . 
- -  I f  I -I 
l a  m d r a a a  plaedt ica ,  esta orociaci6n es eumrrmente notoria en 10s 
tripanosodtidos, en 10s cualee ardbos componentes de l a  euperficie . c .  
lular  'permanecen relacionadoe d n  deepuh de l a  lJleis de 19s protozoos 
y del aialamiento de l a  fraccidn anriquecida en membranas. 
1.5,l ' ~ a  mebrana p laed t ica  de T. cruzi 
- .  Y 
I '. 
La membrana plaem~tica de T, cruzi, a1 igual que l a  de otros tipoe 
- I-. J 
I -.. - 
. celulares, eetif compueeta por proternas, lSpidoe e hidratos de carbono., 
..- .. ., E l  glicoc'iliz se encuentra en l a  euperf5cSe exterior de l a  meinbraria 
I '. . 
p l d t i ' c a  y eeta formada por un material filementoeo rico en hidratoo 
de carfjrono .' Los eetudios c%toqah%coe. y por microecop$a electr6dca 
muetatrau que e ~ &  pteacnte en todos 10s estadfo. de1 p a r t i t o ,  ampe 
- rur espeaur dif ibre (ver 1.3.3) . , . 
- 
:- 1,5.2 Urili'2aei6n de l e e t i h ~  para e l  e m d i e  de l a  superfieie 
I :. 
celulat del pa rb i to  
- 4 .  
8 :I 
r ..!' 
,. I lk.-  I I 
Laa eatrurturas ricaa en hidratos de carbno greeentes, en l a  su- 
perficze celular de 10s t res  estadfoa del T. cruzi' ban sido estudia- 
dae medi'ante e l   so de lect%nsu. Inicialmente ee inform6 que loo epi- 
r 
- maat$gotee provenientee, de cultivoa acelulares se aglutiaahan kntenea- 
I - . -  I '  I I .  
' 
mekte-con l a  lectina Concanavalina A (Con Ah mientrae que 10s tripo- 
- -, 1 
- 
- waatigotea no se aglutinaban (45). Sin embargo, estudioe poeteriores 
- 
: realieados ut%lizan& tripomastigotee provenientee tanto de cultivos 
ax~nicos como de eangre de ratoaes inf ectados, demortraron que 10s 
tripcmmti'gotear tambisn poseen receptoree para l a  Con A en su super- 
, l i  
f i c i e  celular y qua se aglutinm c h  con d dntracionee relatfvmente ba- 
jao de l a  lectina (103). La presencia de receptoree de Con A aobre l a  
euperficie celular del T. crusi ae detect6 tambidn por microecopfa be- 
t ica,  rnediante l a  utiliraci6n de Con A marcada con fluoreeceSna (104, 
105) y por microocop$a electrsnica utilizando Con A conjugada con pe- 
roxidama (103) Y a ferr i t ina  (45). No se  detect6 unibn de Con A en tri  
- - 
pomastigoteo de l a  cepa o a i s 2 d e n t o  MI( de T. cruzi (105). Se ha de- 
moetrado recientamente que loo ephuatigotes.de T. cruoi parecen team-; 
a1 menoe 2 tzpoe de teceptorea para l a  Con A, uno de 6.5. cap 
- 
per0 de a l t a  afihfdad g otro de a l t a  capac%Uad per0 de Gaja tifinidad, 
Um de estoo receptoreo. tiene unr conatcmte'de afhidad por y n  A cib- 
co veces mayor que l a  encontrada crn..tr$pomami'gotea U06). I 
Un ertudio detallado de l a  aaperfi'c%e celulsr del raprst;lgota,mp 
maatfgote y t r ipaar t igo te  de T. ctuzi fue llavado a c a k  por Pereita - ' 
y col. (l0.7). Utoo sutoreo. probaron l e c t i n b  altlllgimte purif icsdao, . i ' 
. . 
. - 
- - .  
con eopccff ic%dadetir de unian. por N-ace til-galactoepaaina, N-acet il-glu- , 
,$J ' 
cooemfns, D-galactow, Dlauaoma y 'icgdo eit l ico.  Lor. reeultador obteni- dw- 1
- 4 
- -  - 
dos. con aglutin%nr de. gannen de tri'go (kiGA), que recomce N-acetil- J C F l  Y I 
J '  . 
glucoamnfna y Scido siSlfco, dme t r a r en  que 0610 loo epimastigotee - 
C 
u aglutinm con b jaa .  concentrachneu- de eeta lect i iu.  LDS tripomas- - 
ti'goter owgu$neoo; y devivador de cultgvo ds tejidoa, 8410 se agluti- 
. - w 
naron a concentracionea mayorrr. de l a  1ectSna. lCatzjCn y Colli (106) 
encontraron que loe tripomutQoteo preaasltan dos tipoo de receptorea 
con dibtgnta af ihidad y capac%dad.por VGA. La nclturoleea de lo r  recep- 
tor- a WCA an apinraetigatem y ea tripcrmartf$:oteo Be estudi8 d m  &eta- 
- -:. 
l l d u n t e  eon =A marcada (106, 107). LOB ruultados obtenSdo.or hie- ' I 
ren que l a  WGA i n t e r ac th  con Scido ai'ilsco en epitnaetfgotes de T.crud 
- 1  = - 
zf,  ya que. el tratamsento con neuramin%dasr imp%de l a  unGn de loo 
-
receptoree con ww y l a  ag~urinaci6n de lee c6lulae. 
con WGA-eefaroea permits  identificar una glicoptote$m de Perm Molec. 
l a r  85.000 que es especsfica del eetrdfo tripomaotigote. La unilhr de 
l a  WGA con eota glicoprotefna no se a l t e u p o r  el tratlraiento con neu- 
reslinidaoa de loo t r ipowt igo tee  intact08 o de lae glicoprotehao a i z  
Loe reoultados obtenidoo con l a  forma Snttacelular del parh i to ,  
indicsn l a  auoencia de bcido aif i iko ep l a  ruperficie celular (107). T T  --:. - 
La hemaglutihina ~ a f f . M k  tic~rhbda, una lectina con especifici- 
dad por N-ace til-galactosamino, aglutina taato epimaetigotes b810 tri- 
pomaoti'gotes: provenSenter do cultiitoe acUulareo, pero no aglutina ru- 
tigo tee ni .  tri'pomastfgoteo: ~angufncroe. (451: . 
Lo aglut%ni&i de mans' (PXA, de Aractiy~ hypopea)' que ee eopec$fica 
p a r a  Zoo. disacSridoo. D-gal  B-1 --.) 3 D4al Nac y D-Gal  6-1 -4-D- 
Loo; eetudSoe de l a  eup.erficie celular del Trppan6so~a ems$ con 
lec t  h a s  OLtrnih%etran dator ,que d k e e t r a a  l a  sxb tencia de diferan- 
cias c.uali'tatiLao y cuantitativae en 10s hidratoo d e  carbono expuee- 
too =Eire. l a  ruperfici'e celular del parbf to -en  10s tree errtadha de 
su ciclo de vida. Loo resultados contradictories obtenidosl con algu- 
GlcNac, 0610 agluti'n6 la; farmaa intracelularer de T. .cruzi (107). Ee 
interesante deetacar que laa doe ee.tructuru.6 r tr i l is  lwrncionadae re en- 
cuentran codmente en crr&hi.dratow complejor. l o c ~ ~ ~ r a d o a  sobre l a  
slrpetfici'e. celular, peso solamnnte reacc~onan' con l a  lectina an c6lu- 
lao, con poco Scido s i a i c o ,  ya qua e l  ScUo oiSlfco p d e  r i  no emam- 
carar lao: estructutae. y evi'tar que satln diiponiUs8: para l a  hterac-  
nas ' l ec t inae  (105, 107) son c o a r e c u e n c ~  probablemmte de la pure- 
de la  l e c t ina  u t i l i t ada ,  de l a  cepa de l  p a r b i t o  y de l  mstodo u t i l i ea -  
do para la  a g l u t i n a c i h  celwlar (108). 
I a 5.3 ' Carga de oupepf i c i e  
To c r u r i  ,prerentr  a i t i oa  ari8nieor ro6rr .mr euperf i c i e  celular,  loo 
cualee ae evidenciaron con prrtSculau do' ferrSt2na cationitada p de 
. con h ie r ro  coloidal e s  6Soque.de complet.mmte por e l  tratemhtd pre- 
vio de las c a u l u  con neuraminidpra , lo  qua confidba l a  exfeten 
-I 
c i a  de lc ido  ri&.Tco en l a  rruperflcie d e l  par3eito. Todos loe eetadiLos 
morfoltigieoa d r l  T. cruaf preoentan ma carga nets de ruperficio c u p  
i'ntenaidad v a r h  de una forma a otra .  .lor. t r i m o t f g o t e s  son loo qu. 
preeant la  maybdi va lo re r  de carga net. nagat%*. de,' rupetf i'cfe (45) . 
E l  eetado fgufco d e  ,loo lfpgdoo de una memlirana re describe oegG 
eu flugdez. Lor l$pi.iloa, al igual que o t r s r  ourtancfas, pueden exi ' s t i r  
en fasjeo. adlfda o lfqucda de d%stinta'vi'rcoa&lad, dependi'endo de l a  t% 
peratura. Como as el  Ilpfdo e l  que provee la  mat& en l a  cual se en- 
. . 
cuentran inc lugdu l a r  p r r o t e h  de l a  d r a n e ,  e l  ertado fSelco del, 
l fpido ears importante para l a  mwi1id.d de las  protefnao p glicopro- 
tefnao . La demoetraci6n de que 1- p r o t e h e  de l a  membraas ee- 
th en un esSadb dindmfco ea una de 10s mayorea hall.+zgoe que fsvore- 
cen e l  mode10 de l  moeaico flusdo de Siager y' I i c o l d ~ n  (111). 
Lt&menta6femente,no hay eetudios detallador de l  r o l  de 10s lfpidoa 
con reepecto a l a  fluidez Be l a  membrana pfiagaa$tica del Trypanosoma 
cmzi. Sin embargo,. hay indicacionee dc qw al mr algunoe compon% 
-
tea de l a  wabrana p l d t i c a  de eat. , . -  pertst0 pueden 8ufri.r diflutbd 
IZk - *  $ater.l en 1 pl- de l a  m d r m a ,  c o p  p& ejeatfilo, Ia  qregacibn 
dr l& pat t lculu de l a  .drat& e m  tCNlcu  o S t a 3 d u  por criotractu- 
rr y l a  inducci6n de la  formeci&a de agregadoa y de. carquete polar, 
fmbnoe que sa dsnoainca cdnmmte gatctiOqg y capping reapectiva- 
meate, de antfgenoo de mbrana y be receptor- de meabrana par. con- 
cmavelinr A (104). 
dee de l a  m & m r  del es.tr8Q ap&a#tSgote'de T. cruei eo Bajr,al me- 
nor para loc & h a  mttigbai'coa g de t~ i ' 6n  de Con A (45). 
Se ha demortrrdo qua b y  components. ci '&pludt i  coa a~ocibdor a 
l a  mnb,rmr pJ@tSca, tale* microf ilamentos y ~b%cr~tt%dos, ha 
cuale~ tienen'uur 8acrrcrdr $,bfluencir en' la  rrwi2Sdad de 10s compo1Scnn 
tea de meaatjreaa. tau rrrfdancbe. ind.i'cun qua en mcti.s c'ekulm lo8 mi- 
cxotbh1;os slon lor. rasgordillu. 'be rnclar 'a lur pro tehars de meabrrds, 
ndhtrro; qua lor, dcrof  ila~curtol: producSrhn' mu mo.oil%a.ci&a. ' 
En mtaa c@&ular., l a  inculiicrcilh en prelueacga de drogu. que inter- 
fS'rren con lac. mikrotd;u20a, tala& cam l a  oo3.cMci'na y l a  vinhlastS- 
ru, auimta l a  m i l i d a d  dm. lon caapoasntm de wndiruu. Por e l  con- 
tra*, l a  ihcubci'bn da. l u  ' c%&du con cftoctia1u;ina B, que inter- 
f iws. con loe miarof ilrrpentom, diemimp la ' ~ ~ ) v S l i d a d  drr 10s mislaor 
coniponenteo 'U121. 
t ra t r ien€o da T. cw.2 eon t s l e h f c ~ ' y  rin@.rek. no ~nhtjo 
l a  m a v i l i b d  ds. 10s eitior. antbhimr y de w a n  con Con A (451. 
b tripom~ioti'goteo srm@Sn%r~o aa rsuiujd tamIj;i6a l a  farnkcci6n de 
t 
caaquetes polares (capping) de 10s recaptares de Con A (113,114). Al- 
gunoe expetismtoo en lo r  cwlee lor  triponurtSgotea ee marcaron ri- 
multheamente con anticuerpoo y coa Con A, demmot'raton que 10s &8 r= 
ceptoree eon independientes (104). El interreante dsstacet qur e l  aG- 
umro d i  t r ipoautigotea d r  T. crux% crm cuquet& polarea -rib de 
rcuerdo il aialmiento del p a r k f t o  utilfaado. Por ejesrplo, lor tripo- 
mastigoteo de l a  cepo P fonnrn flciI1hent4 corguetes polaree, dan t r aa  
que fue d i f s c i l  %nduc%r cappi& en psrSa.ftoa de l a  cepa & (J14). 
E l  proceeo de capp%ng indica cloramentr que lar meoPtir.nu d+ loa 
trfpomest$gotee rmnguSnaor y de loo mmtQotsr. ihtracelulares, que 
son lata doe forrms be, deaorrollo del .prr&i'to m e l  tiudeped vertehra- 
do, @on flufdon. Se ruger$do que Bay un 'deoprendimi'ento de loo comple- 
jou Agdc del caaquete polar Ol41. Par Po tanto, er: t d 8 u  porSle 
que l a  movilfaag$&-i Be lor: mt$genor dr ed'perficfe. de T. crusi por 
'. . 
lo& mti.kuerpoa, on8 una de 10s mecraihmo'que h c e n  al p a r h i t o  re- 
d t e n t e .  a lrs defenou. ihames del bu6sq.d. 
m i a t e  o no una correlaci6n exttre l o  mvili'dad l a t e r a l  de loe compo- 
nentet de menkana y la.ticb%lidad del perf.fto para olokevivi'r en e l  
I 
- 
Se. ha demos.trado por ertudSor cftoquPmtbos .que:T. cruaj: no prcaren -
t a  polioac7iridor. de reeerva (451. Lor cartiob%dratoa presentee s e  en- 
cuentrau ~u)ci'ador principillnente a ' l a  &ram p l d t i c a  del parhag- 
to, 06ervbdocra toffitisi'dn una Saja reactil%dad fndfcaiila de prerencia 
de. liidratoo de corbono an ,la& m e m k m m a  Cntracelularea del complejo 
de Golgi, de l  re t fculo g n d o p l b i c a  y de Jgunae vcas~cu1.s citoplaam1- 
t i c m  (115). Por l o  tanto,  l o r  datoe b i o q u ~ c o o  oobre g l icopro tahaa  
o polioaclfridoa de Tryp.nooonwo c . n c i  pueden conrideraroe derivadoo de i '  , L +#I  - - z -  l aa  aembrmao celularee. - a d  5- 
Un -lejo ~lscroa~olacular coneeniendo tiidrator de carbon0 se aie- 
16 de epfrauti80teO de T. crqz$ (116). La e l e e t r o f o r u i s  en pal  de po- 
l iacri lamida da l a m  fraccionas g l i cop ro te i cu  atladao,mootro' l a  pre- 
o-ir de cuatro 6.ndaa8 porit%vlu para e l  r e a c t h  de Schiff que fw- 
ran des%gnadas bast$am A,B,C g D reopectSvammts. I l l  diagrama de l  gel 
u. a l t e r 6  d r h t i c r u n t e .  c a m  coneeeuen~ia  de l  tratqi 'lltlto con  ens^.. 
I ' 
- I \ , -  * -J pro teo l f  tican, aug%eri'endo slu narturaleea g icopro testa. 
La b d a  D recb  tratdetrto con' entfmeo p ro twl f  t-, re- 
, ,  . 
ciWendo l a  de&mnr 
datos4 expetiin~ntrrlac wgfezen que e l  LPPG es tm compostate amciado a l a  
mumkana d s l  spiinsatigots. y que fomiwfa par te  de l  receptar para Con A. 
I I  
Mitnoarida -tau eutudho, ae ais laron antSgema dc ouperficie (119) 
y golioac&Gbc antiglini'crarente a c t s b r ;  de T. crua i  (120,121) y recien- 
teaente ae  lir aielado u~r '~ l f cop ro t s3 ina ,  can un pesm molcscular de 2SeQQ0, 
de. = p i n u t ~ ~ o t e ~  de:T. cnrri. qlu u rcseonoe&iib por suezo de p a c i e n t u  
1 \ . 4, I '  
chaghicog p.  que. ests l o c a l i r d a  rn 1. auperhci'e del  r u t i p t e ,  de l  
I 
~ ~ ~ a o ; t i g o t e  y d l  ttipomartfgate (122, 123j. 1 ,  , 
I - I  
7 
. . Uno de l o r  engoques ut i l isadoa para el  ana l i s ia  de loe  glicoproteP_ 
A -. 
. n w  aaociadas a l a  guperticie celular,ha eido l a  ut i l iaaciSn de prooedi- 
- 'il& 
I d e n t 6 a  enzi&tfcos de maxcacff i , 'u t i l izhdose las tscnicas de l a  lac- d .  
A I I I +  
I- toparorrfdamr y ~s galactora-oracid&a. h b i d o  a que ambur ensiPss no pe2 I 
I 
, ae  -can ridibacfj;oreaentq 0610 aquellae I -  
' I 
I it *! 
l a  .nbr.lu p l d c f c a  ac'ceaib&o a I 
' I - -  
- I ' l l  . 
ac.cidn de lae e n t h .  Lm proteSnas mareadas se identifican pooterior - 
meate por autoradiografSa de la8 eleatroforeeis en geleg de poliacril-  
aaida. Ambor procedimientos, a d  ca~so l a  tscngca de1 iodogen, h.n sido 
util i tadoa para analizar componenteo de membrana de T. cruzi. E l  m6to- 
do daliodogen .parentemante no da luaar a la aparicibn de artefactor y 
soegura l a  marcaci3n odlo de prot4lnar de ruperfi'cie, dado reaultadoe 
3 
altaaente reproduci'bles (124).  ' Snary y Eludmn (.125), utilizando el  d- h.,-G 
todo de la  lactoperoxidua, encontraeon protefnrr marcdrs en lo r  treo 
entadLor d r l  parbsito; cada eetadTo prerentb p r o t e f i u  coracter(sr~iou, 
Eatoe autorea encontraron entra otrrr.,' m a  gkicoprotegna de P ,M. 90.00( 
prerante en lee. t r e r  estadfos d e l  parhSto, que conti me un 18% de hi- 
L 
auaque ee encontroron h u d u  cornwar a '  lu t r ea  fonarr- de deearrollo. i J 
dratoc de carbono (126.). ' , .  , t , , - ' S P . h t t  , I-  - 
- L r  .C 
. enct 
glicoprotelnas. marcadas con iodo rrdioact$va en e p h t f g o t e o ,  de pe&b' -1 
moleculareo 10Q.O.W. y 8-9OW(5QQ, rerpect%banente (:127). 
- 
' I De. acuerdo a lar.rerultad08 oEten$dos. por Noguefra y col. 028,1291, 
-, 
l a  auperfi'c2e .ce lUar  del . trO'pcnn(u~i&ote sanguftreo prereata un compone 
re principal de P.M. 90.00(L, pue. no fue detectado en - e p i h u t i p t e r  o en 
- m. C -1 
coldponente de ?.Ma 75 .W, que coml;deran car.cterSst&q- 
del p a r a t o  preueater, en e l  faoecto. 
- - 




dm, ~ c ~ n t r r n d o  e b.ndaa prhci;pa.lee de P.M. 100.000 y 90.000 en tri- -I, 
poawtigoter derivdou de cultipo de tej idoc y' un grupo de laandm (3-4) 
de psrroa raoleculeres. comprandSdos entre 68,000 y 94. WO., as5 como un4l: 
Emda de P.M. 4 5 . W  en rrrmetigotee. g epfmastfgotes. Estos autoreo tam- 
bi6n deecriben l a  aparicibn de coutponenteo de a l t o  p e w  mle$ular en. 
lo. t ree  eetadsor de T. cruzi. En el cuo de lo8 t r fpoaut igotea ,  e l  
estudio coaparativo de tres cep- be T. crys$ peaxiti6 detenninar la  
4 
.?ristmcia de algunas bandm de bajo peso molecular pree&tee en p e  
si too de las cepae CL y m,qw tw se encurntrun en trfpomatigoten de 
P.M. 30.0(30, rwbnte  an law cepas Y y &. Elte hallrego ee intereauate, i 
? 
ya que l o r  t rSpuwti80tel :  de l a  crrplAMB d%$isran de loo de lam cepm 
' I 
Zingalea y cal., (1s) Zndican qucc lor: tri'paaet5*oteo prerrahtaa 
un mayor n b r o  de- h d a e  de g1;Ceopzotehas dr ruperfici'a quei lor epi- 
encontraron recSentemente., que l o r  e p k t i q o t e r  preeantm butdu. dr 
pews molecularem c o ~ r a n d i d o r  en t te  62.000 y lSO.QQ0, &a de lor cua- 
l e a  (de P.M. 95,WO. y 8O..Wl r r ta r fan  t d 3 n  present- ea el tripo- 
mmiibote, Lao trtfpornasti'g~teo~ preesntan ~1 mrSe de b d a s  de P.M. 
cosaprendidoe entre. 68.000. y la0 .O@O. Da, &as$ como protefnas de a l t o  pe- 
rrn molecular, y *ua antSgeno de. P.M. 85.066. qua eer la  eopec$fSco de ea- 
t e  cotad&. lRecih,nts~urnte, Katcin y '-1, ptrrifi cston una @$coprote$- 
na de P.M. 85.000 de triporaaetiptar &a l a  cspa Y,que no ea detect6 en 
rmuursti&oteo y e p ~ t L g o t e u  (A31,1321. 
Yoahida estudi8 l a  wnr;tStu$ffi enri&Edca de wparf ic fe  de. ttw- 
mat igotea  metacfclicor de t reo cepas do T. &m,si, emcontrando d i ferez  
c i a s  *tdfi;lea, 38 qua ma protefga de P.M. k00.000, 8p.11.r detestable 
on l a  atp11:fScie de p a r k i t o r  de laa cepas Y y CL, aoartituye el prin- 
cltpel aatsgeno de' supexfSci;e. de 1- tri)mmetQotao metacPclicoa de l a  
aapa G U33) 8 
ragina en proteenas de T. cruei. $1 oligorac6tido tranaferido a l a  pro_ 
t e h a  eo td  coastituldo por tnanooa y M-acctil-glucoramina (134,135) y' 
exieten diferencias en la8 glicoproteZraur yaduras. de lor  estadfur epi- 
w t i ( l o t e  y amutigote 036). 
En reeum4lr, lu gl i ' coprote~a~e preranter. en l a  auperficie celular 
de T. cruef varfm en for d i r t in tos  eatdlfor de l  parsmito y, so hu, ' 1 
encontrado dif ereacf re. en 18s pto t e h  'be ' ruperf Scie do a l g d u  ce- = ;.+' 
- r. 8 
paa do T. crusf.. Ea ihportrrrte r e b l a r  que algunar de laa d i b e r s p c h  
encontradm por lo* d i i t h t o s  au to ru 'on  cumto al pero molecular de 
4 parcikl durmte. *la expatibentaci&tc Wros f8ctor.r que pueden i n f l u s  - 
c a r  loo: rewl tador  mu l a  cep8.o jrSrpSento del  pa rb i t o ,  el or lgm I - 
de lor; paridkor y l a  ~rctodalogTa :utaftadr .  1 5  -. 
Uno de 10s. mayorea enigmas. de. l a  enfarmedad de airgaa eta l a  dive- + 
.* 
sfdad de. mani.ar;tacioner c lh iceo ,  patolBg%ccru e im1nmol6g%car que r e  
+ v; - 
~SdencSan dey)uSa de l a  infeccisn oon e l  agente causal. Los tr%puy)- 
pod'ljle, d e d e  l a  ptaduccS6n.de .una fnfecci6n r8pidamente 1et.l r iu ta  
ttna rslacisn c ~ s a l  que. no presents efectcrr deletfreos detectablea, 
an e l  huSsped ver tebrado . 
Eu iinpartaute cuuldo u hatile. de l a .  re lu jGn hu6rp&-par$dto te- 
nor en canrSderacSbn 1.u defibicibner -'de vikul.ancSa e infectivfdad. 
La vikulonch ea l a ,  capacidad que preun ta  un' p a r t d t o  da d a b r  y ca. , 
aar enfermedd en un fiubped. Ray otrao doe caracterfStScae da 1- 
tan fntimlmente relacionadas con l a  virultracia que a tflrrnrido se confun- 
den 10s t6rminor. S b  embargo, l a  &CaetSvSdd no er ts  relacionrda foy 
malmente C6U l a  v~rulencia, yA que f a  virulencia describe lo# efectbs 
patog6nicor Obgerrablea en e l  hui.pd doapuh de'bber tenido l u g u  l a  
i'afeccibn par e l  purdofto, miantras gwa l a  bfectividad ertd dada pot 
l a  capacidad que prerrentra l o r  parhStor dr 'hvadSr a1 hugaped Ct37). 
- En el caso d e L . T r y p & w ~  e w i  en el  Tur&rped vertebrado, l a  h- 
fectivsdad eat# dikactmaente relacionada con l a  capacidad de pmetra- 
cffi del patbr'Eto ea el d f e r o ,  miatru que l a  vi'zulencia d e l  pars 
r i t o  ertarSr determibda no &lo por' & fnfectit$drd del miem&, sin0 
td i iSn  por otrow factore,. pot e j d i o :  add, macpritud p .odul.ci&s de 
l a  reqwesta h u e  der~mcadslr.da: en eI d e t o ,  duraci8n del c i d o  
Pntracalular, rrtiiSiZSdd del pultr2.m a l a  rrrpuuta ihune del hos- 
peddor, etc. Por este motfm, arucZior tz?Spmm.wrm estercorariom par2 
cen OPT altasnente Shfectrates y d h  e r g o  preamntm ma virulencia 
m y  tjirjl, 
De un mod0 o i M l a r ,  l a  tr&~IcUTi'dad do1 parhi to  depmde da 
18 disponiWUrd de parhitoo dwmte l a  ikgamtr del vector, de l a  ta- 
M de creciieiento en e l  vector, de l a  ewtrffi3fl.d del pardaito fuera 
del L\u(aped, upeci-ta a lorn c m w  de trammibib. indirect a dcl 
parhi to  trliaa cairn trrar.~uohma $a 11nmgr1 o t i n  o r ,  etc. 
' 1 . '  
. .L 1 - {rTP 
- 11 La vSrulencir *o uar  kuacfek%t~ca aunanmke d i f f c a  de cuan t i f f~ '  
car. A mayoria de lu ava&u~cion& son mbjet ivu,  mnque en general 
err ur;r ma uc.la de ciaco puntos que util iza loa siguientea adjetivos: 
virulq~cia  deepr+ciahle., b&i a, atoderrda, &ll!43 .y ytrema (137) . 
Lo@ macsniiPebs gor l o r  cualer e l  Ttyp&~hbJbaM enas2 firterac* con 
e l  hospedador vertebrado, induciendo o no l a  aparicidn de leaionee, 
son mfiltiples y dependen de varios factoreo que pueden in f lu i r  cuali- 
tativa y cuantitativamente con el  desourollo de l a  infeccih .  
Entre 10s fAct0retfI dependfintee del d f e r o  que eon capacu de 
inf lu i r  e l  deor+rollo de laa infeccibnes. por T. crutf', 10s d o  r d e -  
vantes eon: 
11 E l  eexo y l a  edad. E l  sotudio de 10s cams lim.nos indica que '10s 
nXSLoe. y adolercenteo' om swcepti'lj;ler. a l a  infeccidn chag8sSca que 
10s d u l t o r  y .nciolow. Lor mi'- ocurra m an5.inalos. :infect.doo ape- 
rhentalmente (.87,.138). Hauclika (138) deaoetrb que e l  r a t h  ,. mdcho 
2) ~ o ~ t % t u ~ ~ n , ~ ~ a ~ t t ~ a *  Se ha daostrado que l a  auaceptibilidd de 
l o r  ratonea' a !.a ihfeccgn popor T. c+lld ewti SnfluencSada por e l  fon- 
do gen6tSco de. lor bspeddores  C1331). P f s t i '  y cola (140) eugirieron 
. que l a  reaccun Enflamatoria, e l  nivel de parroitemih y l a  taoa de mor 
- 
talidad de loo ratonee Snfectados depend. en gran mrdi'da de l a  coneti- 
ti'li;ler; a l a  'ihfeociI5n par T. crurf mientrm que ot r re  ron altamente 
rerCatentes (146) . Kuhn ertudiif l a  rerSitenci'P de v a r f u  'cepao de ratbn 
a T. crusi. y encontrb diferonciu nota?jlu, concluyendo qua l a  capaci- 
L 
. .. 
dad de un ani'mdl para rer..i$ti'r l a  3nfecciSn pot'T. cruei es .apareate- 
mente. un fedmeno pali'genbtfco (141). ! I I  I 
31 Efecto de l a  i ' ~ o s u p r e r i ~ n .  Tuterfer6n. Lao hoknro  eataroidea, 
eopecidlmr!nte.la cortf01~na, elevan l a  parao%temi's durante l a  fae.e agu- 
ciones crbnicao (28) . Lo t h c t o r n l a  neonatal t rae  coppa conrecuancia 
parasitemiio d m  altas y manor eobrevSda de 10s ratonee infectadoo ex- 
& perimentalmente (142) y e l  persodo a&o .e mb grave en ratones ged-  
- 4 L  
diente j u r ~ a  un papel hiportante en , e l  desaerollo de 1. bf eccibn. 
Jamer y col. 0 4 5 )  bveo&igaroti e l  efecto dbl. SnterferBn sobre l a  eta- 
encontrando que. e l  h t e r f  a h ,  o lor. mecaaSamm ef ectorer: 'Xnducidoo por 
.. e l  interf arsn.,prodbcen .rerSEtenc%a a l'a . h f e c c S n  par T. cruxi. 
* - :  
.? E 1 
. . .  
El isr~eubs~~~ y Soneateld enconttaron que el i n t a r f e d n  preecmta un 
efecto i'nhildtorio de l a  hfeccX8n .de c6Eulro'de vertebrado polr T. cru- 
-
I, . m . .A'.. 
r i  (146). , j . /  L .  I "  
- - 
- .  ,a " 
, 41 Reinfecci8n. Se tir rug.rI& qua l a  reihfeccibn repeUSda puede. o.ar 
uno de:lar fqctqxer, rer.potualj;leo: de' , l a  ewer5dad de l a  parataftemis y 
dr. 18 cardibpai$a obaxvada en a l m s  came (137) . Se lia demobtrdo 
I * que e l  e a t s d h  crdnico do. l r  enfermedad en e l  ratdon re ptlede ofrtenrsr 
I iiroculurdo dor%a wti le ta l r r  de pohlac&neo.paru~t .r iu.  con capaci;dad 
- . .  
' '. lekal  (14?,1481 o b b n  con otrw po~aci 'oner  no . le ta ler  para e l  rat6n 
L 
&- s.e+aru en atr-r.: con def $ciencike ~nutrteibndlea (137). 
- 
...;.I 
Eatre loo factoteo dependfentea del  pargri;to capaces de influen- 
.- * - 
. 11 P o l b f  fno. Se ha deocripto 1. axSetenct. de. tormas Lr%pom69tS;eo- 
- 4 tee delgados (olender) y anchoo (broad). Brener conddera que laa for- I 
auu delgadae son mbr infectmtea, initucrn pa ras i t ea iu  I& attm y pre -
oentan mayor letalidad (28) . Exieten ceper con mazcadr predaminurcia ' 
de uno u otro tipo morfolbgico C:150). 
2) Cotietitucian mtig6nicr. Ss ham identificado di r t in tor  tipoa de an- ' 
tsgenoa que podrSan e r t r r  relacionodoo con laa diferentaa formar. cis- 
n i c u  de l a  enfermedad de Chagu 051IT7 , 
- . H I  - 
. - I - 
I - 
,. I r l  . . ' - -  
-I I -'.-.- 
Aaimiumo, oe ha dmmrtrdo que ftlccioaur rubcrlularee ont ighicaa  
del  prrdrS'to @on capace* de ;tnduc$r' l a  eparfcisn de lesibnes en conejo 
nn t ra ron  que %a aeverid l a  taaa de ootire4!ida de mi- 
malea en experihmntacin ro de parhitoe, inoeulados 
b t e  fedporn sa. maooe generalm8nte como relrcibn dorb-rea- -- .'I 
. , 
dltr ~Sruleac%a y a n  crpacer. de origiaar ihfrccSonee weverw con al- 
tor; tam. de:aoortalS'dad; ga o m  eon i'nSculoo b j o e  o a€h,:cuando oe 
inocula un oolo p a r h i t o  (137). Otraa c a w  de T. 'ctuei,  por el con- 
r e ,  preuntan u n ~  h j a  vi.tul.ncii: 
Brmdt y cola 0 7 1 ,  eetudi'mdo en f o r m  comparrtiba l a  
infectfvSdd en rat- blrncw de curtro aijsilamiantos 
de T. cruaf, ancontraron d4f s t e n c h  aotrti;lea entre s l los.  En e l  cur- 
ao de..eate e s t u d t ,  l a  cap. Curtamla no pmdujo mortalidad d. 1.- ra- 
taa cuando u. Ilevaron A e.60 lor .xpcriwslltoa in ic idee .  Sfrr aabrgo,  
U D ~ R  amma IO;iLL tardo w vfrulenci'a WL. eamntado tanto que l a  map- 
, 
Bate fedmeno oe .obqerva f recuent~ppente csn parhitor recfentemea- 
te  aisladoi. 
Chiari. (155) encontr6 diferenciu ra l a  ~nfeetkidad in  de l a  
,' 
cepa P de T . crusl mantanid8 en cult iw uliqi'co bajo condicionea dam la- 




- Un hecho r h i l a r  ttm obccrrvado p r  Corehi y col. (156). mientru que 
' li 4 
89guta y col; 06) enwntraronf una vadacibn eo. l a  capacidad iiafectan- 
te  dc una cepr de TI c m t i  , como coauecaenc%a de l a  modgf icaci6n de I L .  
l a  campaaicsn del medb de cultfio. I - .< . . -  - - 
I 
' I La entradr de unr uu;turci'r e x t r a  en un o r g a n h ,  activa loo 
- .. 
I 1 . ' - necmiror  de defmma qua em.ntuimenta eul:arfnan con 1. deotruccS6n de 9 
, ,  ' I , 1 .  . : .  
'. l a  par th i la ,  "$ai all. h t r  o vira. La &inera defenwa que o r  pone 
4 
* - . - 
m juqo eo: l a  capt.oi;bn de l a  partfcula par c8lulu f . s~cf t%das  aepe- 
-:I . 
1:- .- 
- u - ei8likadu. deaamihadas mact8fagos. El ertudso f ilogmbticw de eate 
7: .& ' 
f i m  . - c a a i i ~ ~ ~  musrtra que.aa un proceoo marrounte nutrScfiml en lor aereo 
.. 
. Giol6gicammte menos evolucSonadoo. S i h  m6illrg0, con l a  apariciiin de 
cSlulaa. o ofr.tame m& crwlucibrudoa, sr te  procmo p u r  a convertfrae 
I . - 
en an mecani'emo que. *intewiene en l a  rebiitencsa del orgaaiam a die- 
' tintog -enter, inhialmente como unr mrinifaataci;bn de ibun%dad no - 
. . 
1- . '. 
. . Y. 
empecSficr. . - -  : a a ; 8  -. .
. '- - 
' 2 
" La inmuniiiad e.pec~fica implica no &lo l a  ~ a p t a c i ~ n  de funcionea - 
.L$. \ ,  
1. . 
- - \  - f ilogenbticmente pre-ewirtenteot, co#, por ejmplo l a  f agocitosie por 
lor  ucrbfagoa, .*lo t&Bn l a  apar ic i8~ de nuevu ~uncionea, drganoe 
& eapeciUisdoa, lfneluu, celulueo., p w a :  u tdd l ibba ,  etc. , dedfcado~ .. 
-Y 
a* -. . exclw%:rtmente a ee.te fifr. En 10s verteErador. rupetibreo. exi'rta un . " 
a l t o  grado de comp1e'jid.d y erpecificidad evldenciado por l a  o h t e e i s  
de protefnae, denominades anticuerpor, recretadoe por cblulaa pmduc- 
5 . . torao, y e l  dmarrol lo  de l a  memaria iacmmnghica (157). 
Aparentemente, todaa la8 manifest&cianes de l  riatema innume tienen 
a' 
un rol 'eSgnificativo en l a  reoietencia al T. ctuci'. L s s  c l lu lse  efecto- 
- F d r  F ~ B  
ras no eopecff icar ,  talea. d - Z . o a  macrbfagor y 10s. leucoc~toe. polimar- 
fonuclearea , MS.. como lam rasptree toe eapecff i ea r  medi'adae por lo8 l in-  
focitos T y B, partScfpul en l a  defenra d e l ' d f e r o  contra eotoa he- 
mof 1agelUor (141). Sin embargo, aunque. Ira. resgueatae inturner. celular 
y humoral, sof. cama t&& l o r  mecanhor  de 4agoci'tor.i'o, t f emn  
gran importanci'. an l a  bfecc i8n  poic-Trypandroma cruri, r e  depoonoce 
cSmo actGan leo rerpueatas especff%crr&'in vibo 'para controlar a1 parb- 
o i to  y por qu6. no parece. p o e i u e  ,deorrmllrrc ma iaauufdad eeter5l.i- 
* 
I zante contre e l  ,ll. cruri. Durante l a  fwe aguda de l a  enfennedad 
e l  aiatooaa imaune rerponde reducfendo dr&ti'camante e l  n h e r o  de para- 
d t o a  en l a  o q r e  g en l o r  tejidoef r$n ambargo, e l  fiu611)ed a l b r g a  
al p r r h f t o  durante. e l -  perhdo cr6ni'co"y aparentemente dunante toda 
w vida U411. 
T. cruei: permanece. gran parte de ou cfclo de vida proteguo de l a  
reapueata $nawae dek fioopedador, ya que er;' uu"par&dito intracelular  . 
t o r  l i n foc i to r  rons cnprcer de demtrurfr dk r l a r -  inf ectadae, liberando 
laa. formro i n t r a c ~ u l a r e s ,  .dl. medi'o extrrcelulrr ,  donde m n  m"ao vulne-: 
b i l i z a  a oua propioo antfgenoa deqeate -do, y .  me han detectado auto- 
anticruxpoc que podrsm p a r t i c ~ ~ a r  en e l  de.a~kollo d e  u r e r u  
que reconocen l a  eotructurr de lor  detedxuntcro o epfbpem aituadoo 
en 18 auperficie de l a  awturcih e x t r a ,  daaomfnada ant$geno, y re 
.. 
cl.',wwn a elloe. La uni6n del mtfgcmo con e l  anticue~po deaencdena c i e ~  
toe procemo tendientea a' ~ u t t a l T e a r '  y e l W n a r  a1 antSgeno. La .re@- 
pueata mediada por antfcuerpar ew muy fieteroganea. La imuunizacidn de 
un a n W  con un egente antSgSnico tree cocno conoecurncia l a  a lebra-  
c i h  de anticuerpoa d%rig%doe contra 1w'dSatibtao molbculaa rmtkg6- 
. . . 
, . '. I gni'eao del materfal inyectub y contra l o r  bibtintor detemihautrr de 
. - .  
I 
- ? l w  mi om^‘. peoduciSndom una g . ~  d. hmmoglol iu l in~ gue rdcolurcen 




- . . aueror; convenc~nalrr. coatfenen +erclas de antfcuerpor que di'f iaren 
. .  - 
de un urW Y. o'tro . 
La detaccsn de l a  r&upuarta Tautun6 h r & l  88 u t n i s a  con f h e e  
Actualaaente. os eat$ tratrndo de relacihnar l o r  rerxlltadoe del a 4  
l foio de loo tftulou de antfcuerpoo da p .c f (~n tu  e intodt icor  y asin- 
.- todticoo. coatra 10s dfferenter antltgqor 'de T. crutf,  con l a s  diver- 
.+ L 
- ' #u mansf ataeiontm c l h l c u  058) .  Lor' antieuerpoa de p a o l n t u  cha- m .  i- 
. . 
' gQIScoo crt6ntcor moo trrron 'dff erencfm con raapecto a1 comportadento 
' -. 
' eerolbg%co y r au' crpocidad pula li-r parllrftoe (1591. T d a a  l r a  go- 
. '. 
lilacionee do T. cruci eon crpacer de inducik l a  formacidn de anti'cuer- 
por; k n  r h r p  .. na t o d u  lu =*pas .on capyea de a t i rmla r  l a  for- 
m c S n  do rsrtieuergos m ~ t r r l i b m t e r ~  y ' l f t ikar  qua ibterrctden con e l  . 
I 
no. GcatzSlez-Cappa y col. (160) hsn encont~udo una excelente protecd6n 
innnmizando ratonee car epimtmtigogee mertoe , .previ-nte a1 d-&lo 
con T. cruzi. Segura y col.abtuvierar una marcada sobrevida de ratanes 
inmunizados can hasoganeizdoa de l  p a r h i t o  y con fracciaaea subcelula- 
ree de epimastigates de la cepa Tuhhuen (161,162,163). 
Es bien conocido que loa epimastigoterr de T. cruzi ee l i san  en pre- 
sencia de euero de laauffero d e n t r u e  que loe tripomaetigotes son resis 
tentea, habihdoee demoetrado que m t a  l i e i r  eetg medida por la vfa al- 
ternat iva de l  complewwrtr, (164). Cmo l a  U a i s  mdiada pox cqoplemanto 
involucra principalnsente la  par t ic i@acih  de l a  membrana celular  d e l  pa- 
1 
r b i t o ,  as poeible que Jar, diferencicrs de euaceptibilidades enccatradm a (  
,I - 
- : , ; ' a  
entre  epimasffgitea y t r i p o w t i g o t e e  deb T., cruzi ref lejen diferencias 
- 
en las propiedadee de membrana. Lao fonaaa anastigote eon tambihn reese  
tentea a la l i e i e  mediada por canplaraento (164). 
Lae estudios realieadw preincubando formes sangufneas de T, cruzi 
con euero conteniendo anticuerpw contra e l  p a r h i t o  indican que l a  su- 
perf ic ie  celular puede variar  de un a i r l a d e n t o  de T. cruzi a otro. Es- 
t e  aspect0 ha eido exteneivamente rmalfeado por Krettli (165) y Krettli 
y BreGer (166). Eetos autores densaattaroa que loe tripaaaatigotas am- 
gufneae de l a  cepa Y ee  sglutinen emxt preeencia de euero, mientrse que no 
ee eglutinan 18s formas eanguheas de la  cepa CL. 
' Se ha deks t rado  que loe t r i p ~ ~ ~ e s t i g o t e s  sangufneos cne l isan en pre- 
t 
sencia de aaticuerpos eapecfficos y casrplemento (167). Krettli (165) de- 
mostre que lor tripomastigotea da la cepa CL e m  incapacee de activar 
4 
el  caaplemento g no se l i san ,  a d i f e m c i a  de' 10s tripamastigotee de la 
cepa Y de T. crtrizi, l o  qua indfca la  existpncia de diferenciae en pro- 
pieilades de eupsrf ic ie  de lo8 t r ipcmwtigotm ssngufnsos de ambas ce- 
pas. h s u l t a d s e  poeteriores rugierea que e s t a  dif  erencia podrfa a t r i -  
buiree a l  hecho de que loo tripanamtigotee 4e l a  cepa CL presentan la 
capacidad de fr&tar 1- mol6culu de inmuno8lobulinas adheridas a 
eu superf ic ie ,  de mod0 t a l  qua sd lo  108 fragmentoa Fab permanecan aso- 
I 
dad- a l a  -brma d e l  p a r b i t o ,  meuniamo qua ae  umoce con el  n s  
-* bre de f abulaci6n (168). 
I 
a Se ha  determinado que loa animalee inf r c t d o a  crdnicamente can L. ;+,2w 
L - cruzi  preeentan tanto anticuerpoa. S t i c o s  c a m  no l f t i coe ,  loe cuales -
pueden eer  determinados por inmunof luoreecencia , present &dose l i e i s  
pot e l  agregado de campleaento (1691, y qua lor anticuerpos l f t i c o e  no 
se detectan en animales tr8tadoe.y conrideradoe curadod por &nee de 
gota grueea p.hcmocultivo, l o  que abre l a  poribil idad d e l  ueo de loe 8a_ 
ticuerpos contra lee  foram eangufneu detectadolr por l i e i e  mediada por 
cmplemento carno un c r i t e r i o  de cura de la enfemnedad de :magas (170). 
Cada anticuerpo es producido especSficemante por una lfnea de lin- 
focitoe y de c6lulae plaernSticas derivadaa. Por l o  tanto,  e l  a i e l a d e ~  
t o  de un l i n foc i to  y eu proliferacibn en cul t ivo producirfa una proge- 
n i e  capaz de s i n t e t i z a r  un solo mticuerpo en grandea cantidades, el  , 
que ae denomina anticuerpo monocldnal. bmantablemente, lae  cdlulas se- 
cretorae de anticuerpoe no pueden manteneree qn un medio de cultivo. 
Hay c i k t  os tumores malign08 , dertaminadoe mielomas, cuyas c6lulas 
poeeen un gran capacidad de proliferacidn y producen grandee ccmtidadee 
I 
de inmunoglobulinaa anormalee, denominadas protefnas mielbmicas. Cada 
tumor ee en realidad un clon de cB1ulaa desaadientee de una dnica cd- 
hla p r o g d t o t a .  Ee t a  cilulau' pueda  cultivarae indef inidamenre. En 
1975, Kohler y Milatein (171) pudieran furionar c6lulas de mieloma de 
. ratdn con linfocitoe de baxo de rat- inrmrunieadoe con un determinado 
*' 
antfgeno. La progenre de cblulaa hl%ri&aa reeultantes de l a  f u s i h ,  de- 
nominada hibridoma, expreaaba tanto b propiedad de producir anticuer- 
poe eepecZficoe de l  l infoci to , ,  coaao el  carscter inmortal de laa  d l u l a a  
mie lh icae  (Figura 3). 
4 
Loe hibridotnae ee mantiden en e l  labotutorio e e g h  las tQcnicee ha- 
bitualee de cultivo. de cdlulas animdlsr. Laa cdlulaa hfbridaa pueden c l g  
naree y expandirae en cultfvoa productorea de grandee cantidaaer de a n t i  
I 
cuerpoe monoclanalee. 
Los clonee ee conseman durante lapror muy prolongadoe y pueden in- 
yectaree en animalee a f i n  de obtener altm coacentracionea de anticuer 
-
poe moaoclonales. 
La fusi6n celular  puede ocurrfr  espant&rraarente, per0 en general r e  
requiere de agentee para incrementar e l  porcentaje de fueioaee y que pey 
mitan un ee t r ic to  control de las aimas. E l  agente cdanmmnte u t i l i -  
I 
zado ee e l  pol iet i lengl icol  (PEG), auaque recientemente ee ha reemplaza- 
do en muchoa laboratorioe por la electrofueibn (172). 
Lae primeras l$ne& de mieloma util izadae para l a  produccih de hi- 
bridomas producfan inmunoglobulinas, par l o  cual loe anticuerpoe monoel2 
nales preeentaban contaminaci6n. Actuabente r e  u t i l i zan  l5neaa celula- 
ree nq secretoras, que presentan w dcfecto en l a  enzima hipoxantinagua- 
nina foeforiboeil  tranaferaua, por l o  cual 104 hfbridoe B e  eelsccionen 
en general en un media eelectivo contenicsado htpoxantina-aminopterina- 
timidina (HAT) (173). 
- .  . . & ,  ,*. 
I .  
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Ffgura 3. Mtodo convenclonal de obtencidn ' de anti cuerpor wnoclonales . 
Las c8lulae que eobrevtven y que eollrrervsn l a  capacidad secretore 
a e r h  la8 que i n i c i a r h  una nueva lfnea celular hfbrida de crecimieneo 
prolongado; o sea ear& loe bibridamas. 
fl Loe anticuerpoa monoclonales obtenidos por es t a  metodologfa canb ti- 
B 




E l  uso de l o s  anticuerpou monoclanales ab t i r3  nuevae posibilidades 
para e l  aielamiento de cornpanenter erpecCficoe de l a  wnbrana p l d t i -  
ca de l  Trypanoeoma cruei. Snary y col. (174) han obtenido un anti'cuer- 
po monoclonal que reconoce un antfgaao de P.M. 72.000 preeente en epi- 
mastigotes de T. cruxi, aunque s e  ha damortrsdo que este antfheno no 
ee encontrarfa univerealmbnte expr&ado,. y r  que hay algunaa was y clo- 
nes de l  p a r h i t o  que no recaaocexi a. e s t e  anticuerpo monoclonal (85). 
Se han o b t d d o  anticuerpoe moaoclanale~~ que reconocen 8610 a epi- 
mastigotee o a csmaetigoter de T. ~ h t g i  (175), demoetrhdoee por inmuno- 
fluorescencia que los sit . ios antigbnicoa recaaocidos por estoe anticue: 
pos monoclonalee no estdn dirtribufdoe unifowemente en toda l a  super- 
f i c i e  de l  p a r h i t o .  
Recientemente, Colli  (176) obtuvo -trm anticuerpos monoclonales por 
inyeccidn de tripomastigotee inactivadoe con 8-laatoxi-peoralen en rato- 
nes, loe cualee fueron capaces de inhibir  l a  interiorizaci6n de tripo- 
mastigotee de l a  cepa Y de T. c r r ~ z i  en c6lulae de vertebrado i n  v i t ro .  
I 
E l  porcentaje de inhibicidn oucild entre  un 55-753. Eetos anticuerpoe 
monocionalu fueron capacer de inmunoprecipitar l a  gkicoprotefne de 
I 
P.M. 85.000,denominada Tc-85,preeente en l a  auperficie de l  tripaaursti- 
gote. 1 
I ' , 'C 
- - 
I 
1.7 Interaccibn entre el -eapw cmqi y l a  cblula huhped 
' , 
El! problema del reconocimiento celular re de importancia fundimen-- 
t a l  en muchao areas de l a  biologfa (177,178). H a y  b'isicamente dor ti- '-r- : ~ ~ d  
:- A 
< . .j 
pos de macanionms de reconocimirnto: uno dapaide de la  habilldad de 
- 4 a lao cdlulae para reconocer ourtanciae dif uribler , t r leo  camo f actores I 4  : 1 
quimiot6cticor, y e l  otro depende de caracter$rticao de l a  euperficie 
I. 
celular . - 
-r-- 
- c-=. h Lao molbcular de ruperficie i avo luc rdu  en el reconocimiento ce- I 4 
. - 
- .  
lular  de c6lulos- procarionter y eucaribnter son lor cartiohidratoc. loo 
- ; 3 
qua frecuentearentc eotbr mctcfados. con pr6tek.s yfo 1Epidoa. Como m- 
i 
lgculao de inforarocih, 10s Wdrator. de ca rkns  ti'enen mch& ventajao 
sobre l a r  protesdm. o l o r  'bc3'doo. nucl efcor, por eu haliilidad' para pre- 
-tar uu8 gran varfedad de confSgurac%oner. erpacialeo, por presentar 
distsntos tfpor. de unibner (por ejsmplo , union- a y $ ) y por formar 
ertructurrrrr ramif%eadso (por ejrraplo, por unibnes 0 g N glicoo5dicss). 
8 glucoeaminas, 3 grlactooro: y 3 acidor rlia%cos, puede preoentar 10 24 5 
1 
eetructurao: poei'brer. t o r  Lfdrator. de c a r h o  de l a  mmhrana celular 
i contstStuSdor por nueve unidades.Mrfccre.: cuatro azbcareo de 6 
sarbnos: (glucoea, galactoea, maaosa, fucorrj , doa azficaree de 5 carbo- 
non (aratxibom, xilora) , dor Pmfno-azGcarrr O b a c e t i r - g l u w r ~ n a ,  N- 
acetil-galactoorpofha) y &%do rifiico.. Estor re6cares mn unidos por 
9. 
- glicooil-truraferaoes de dhtintaw eepecffiki;dadetr para Oormar oligo- ! 
- 
sacaridoo rpmifieados. Laa g l i cop re t ehs  y 4 s  gliqolfp%doo e e t h  b- 
rortadoe aoiia6tricamentr en l a  d r a m  celular, con low d e t e d a n t e o  
hidrocorbonadoo en l a  &uperficie cxterna. Lor Mdkatos de carbon0 ex- 
prerador en l a  ruperficie celular e a t b  i 'nft~lucrado~ en fenhenos de 
recomcimiento en una gran variedad de especieo animales y vegetaleo. 
Laa mol~culaa de carbohidratoo wn reconocidaa por wl6culas de pro- 
te4nao o glicoprotekas, denominadaa lactinas, l & m  que establecen in- 
teraccioneo complementariao. E l  tdndno lecti'1101 se utflig8 inicia1.- 
mente para dercribir moldculu derivadaw de plantas que reconocen hi- 
dratoe de carbono, taler  como fitohamqlutini'na y-concanavalina A, em- 
- - 
- < r 
- baa extrasdm de porotos. Ilu especTfiei'dader de algunao lectinas se 
, I T +  
I mueotran en l a  tabla 1 0 7 7 ) .  
La mayorfa de lae. l e c t h a e  interactfa especffikrmente con un 6niw 
aeiicar, aunqur algunaa preoentrm u r ~  eapeciYSlcSdad 1168 anplia que in- 
cluye aeiicarer muy relacionadoo 0791). Algunu. 1ectb .o  interpctfan rb- 
l o  con ertructurar coarplejrr: de liidratoc do crrbno,  tales colno lam pr= 
1 & ssntea en glicapratr$nso-. Ugunatq mo28cal.s. proteicrrs present an activi- 4 
I + $- 
+Y ' dad de uni'dn &ding) o h  aer esrrSctamente lectinaa y re l a m  denomi- 
na de tip lectiha. E s t u  protefnu. de tip lecti'na incluysn a prates- 
, -,a. 
*- naa de transpotte, h o w n u  y toxinso. A!lgtaraa de estam pltotefnao pre- 
sentan dl t f plao: adkiorr de. uni'bn y puedon aglut Snar c61ulaa. lnientrae 
que o t r a  preerntan &lo un rStio y no pueden h&celtla, no cumpliendo 
con l a  erSri'cta def%nScibn do una lectiha. 
El r o l  lj.ib16gf co de. lu lacttnaa; y e l  recunocim%ento de carbohidra- 
toe ha aido dercr%pto en una grrn var'bdad de erpeci'eo primit ivu y en 
P a  ejemplo, laa  lircteriha se .man a l a  madkana del macrdfego por 
un mecaniuw qua parece. invalucrar el r a e o m c h m t o  .de udcare. ' de l a  
mea~kana tiicrctetlfmr por racrptoreo .de tipo loctiha preomtea en el ma- 
crbfago, y asta uaidn pu* u r  inhili'Oda por amnaeacSrMor. La glucosa 
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G a l  
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y l a  galactoea inhiben f a  uni6n de numeroqao especzeo de bacterfar a 
macrbfagor . En Salmonella typhimuriua ee lira oncontrado mutantee del 
tipo ealvaje que no eon inhilii'daa par nXngrwo..de lor  aeGcaree que in- 
hiben al tipo salvaje (177). 
A I ~ O  rimilar ocurre en . ~ e ~ a . % e l l a  Letogmu. ~a .dhu ibn  de ~ o c b r  
rikhga col i  a c"eluloe epftelialee 0stS mediada por mollculas de t%po 
lect5na pree.ente# en ru' ,pared celulor ('1 77, 199). . 
Actualmente ertd claro que l a  fnteraccilin entre hsdratos de carho- 
ao y lectinaa juegr un ro l  ~ r t a n t ~ ~ p l l o  en l a  rctivi'dad de c8luSas 
fagocStfceo U77,178,24Q), tales cow l a  wf in ' e  i'hgerti6n de t iate-  
ri'as, erikrocftoe. trrtrdoe con ei'elSdraa, levadurru y c'elulaa I tuwrra- 
lea-. Pero tmU8n eeta Snteracciba tidne lugar entre c6lulaa no fago- 
cfticaa, c0m per ejamplo, ra Fia .demortr.do que il reconocimieato es- 
p e c i e - a e p e c ~ ~  de Harator de crrbno de euparf%cie eotd involucra- 
do en lm  intexaccSoaee entre e l  eepermrtowMe y e l  huevo en e l  aeri- 
did Cionr ihurxiatUie 0 77). 
Exbtea a c t u a ~ n t e  numerorrrs avfdenciam da que l a  ihtelaccffi  en- 
t r e  T. c r u d  y l a  c6lula liu6aped del vartetirsdo ertarfa mediada por 
gl%coprote$nas .preeenter tanto' en l a  ouperf2cie del p a r h i t o  caw, en 
l a  wpetf Scf e de l a  cglulr fiuteped . 
Generalmente a610 mn vi'sililer lor. resultadoe netoo de la8 inter- 
accikneo entrc  el. pardai'to y # l a  ct;Lula hu8rped, por lo  Que hay nmero- 
arr. preguntao oin reepueata en e l  conocimiento.de la# i'nteraccioner que 
tieiierf lugar entre T.. crusf. y ' l a  dglula de vertetirrdo. Para reeponder 
a a c t r  prrOtmtu em nreuar ib  un mejor conocikfento .de  a l p o a  de l o .  
eventos E ~ b l ~ g ~ c o e  ti;roScos, !lo que es rumamente di fsc i l  o imponi2ile de 
_ I 1  
c i h  en t r e  T. c r u t i  y lae cQlulae de vertebrado i n  v i t r o ,  concluyemdo - -  -x.X,;j - - - 
que e l  c i c lo  in t race lu la r  e r a  s imilar  a1 c i c lo  d e l  p a r h i t o  en e l  ma- . :" . '3 I 
d f e r o .  Estoe autores abrieroa la poeibilidad de es tud ia r  las  intersc- 
ciones' en t r e  T. cruzi  y de menor cua- 
plejidad. Lo8 paeoe en la at'rac 
- 
c i h  d e l  pardeito por l a  cdlula huesped (180), l a  adhesilk a l a  membra 
na ce lu la r  y la p e n e t r a c i k  d e l  p a r h i t o  por eu dxtremo poster ior  (40) 
en l a  cdlula hussped d e l  vertebrado. ' lPor microercopfas dpt ica  y #:- !I. 
d e  contraate de  fase a s  p o d b l e  v i sua l i t a r  s las tripomamtigotee a 1  con 
- 
t a c t a r  can la cdlula hubsprd; ria embargo er imposible determbar  con 
I 
cer teza e l  inertante en que ti- lugar la penetracibn de'l pa r ih i to  en 
la cdlula huhped. Una misnra cdlula puede e r r  i n v d i d a  em foLPre dlti- 
ple  par T. &?ti; macl aGn larr &1 as huboped infect&= c a n t M a n  s i c  4 
do eueceptiblee a l a  infecci6q pot T; cttizi durante todo e,l cureo d e l  
c i c lo  in t race lu la r  d e l  p a r h i t o  (40). Deerpulh de invadir  l a  d l u l a  h u h  
- 
ped de l  ve r t eb rdo ,  e l  tripuuarrtfgote rrb reorganiia,  traasforn$ndoee 
en amaetigote, e l  cual  permanace qufeecsrrte durante un lapao varfable,  
denominado period0 lag,  antes  de1 i n f c i o  de l a  reproduccibn. La dura- 
cidn d e l  perfodo lag es caracter$atfca de 1. rubpoblacibn de T. c ruz i  
estudiada y se estlma qua ere ha l l a r f a  cac~premdida ektre laa  12-72 horae 
(43). Por l o  tanto ,  todoe 10s p a r h i t o e  in t race lu la res  encontradoa con 
anterioridad a la inicracidn dr  l a  reproducci$n son aquellos pardsit08 
que oe in ter ior iearon em l a  celula  hubsped. Eeto s m P f  f c a  que e l  nG- 
r r o  de p a r b i t o a  intracelulares,encoatrados pbcr horaa despuk  do 1. 
C 
~ x p o e i c i k  de l a t a  c8lulss  hubsped a tripanrarrtigotee hfectanter ,puede 
eer  u t i l i z ado  colpo una madfda cuant i ta t iva  de l a  habilfdad de una po- 
b l a c i b  de p a r t i t o o  p a r .  penetrar &a p o b l r i 6 n  de d l u l a s  hugeped. 
En consecuencia, aunque el proceso de penetracibn no puede eer  obeerva- 
do directamente, es poeible determinar l a  cinat ica  de la  in te r ior iza-  
cidn paras i ta r ia  (42). 
~ e & n  se mcnciond mteriormente, un n k r o  r ign i f ica t ivo  de d l u -  
laa de vertebrado ran penatradar por & de un par&ito. h t e  hecho no 
ee ve ref le jado por datos cxprdsados cam porcentaje de c l lu lae  in fec ta  -
dm. A d d ,  e l  porcentaje da c8lulaa i d a c t a d a s  c d a n c a  a decrecer 
eignificativamknte apraxfipada~~dnta 12 horm pat-infeccibn, l o  qua ee  
debe probablemente a l a  multiplicacibn normal de 1- cllulacl hubpad. 
Eete problema puede rer solucionado s i  re eetudia .a lo+ c u l t i w e  infec- 
tador dentro de las ocho horas de e x p o r i c i b  a lo8 p a r l h ~ t o s .  S i  ee  
u t i l i e a  l a  media d e l  nGmero de parbitom por c6lula c a w  medida da la 
pene t r ac ik  se logra una arejar def in ic i th  de la  naturaleea de l a  dir -  
tribuci6n de loo p a r b f t o r  en l a  poblaci6n de calulas  de vertebrado y 
ee cuantffica el  fen$neno de l a  pemtracf th  d l t i p l e  de pbraiaitoe en 
uaa miema cs lu la  hu8sped. 
La distribuci6n dr Tty#&k6#&~ mri en una poblacidn de calulae 
de vertebrado ee  ve adecuadamente deffnZda por una ecuacidn binaDPfa1 
negativa (Figura 4). Otroa p a r b i t o r  tsPPbida preaentan ea t e  t i p o  de 
Este t i p o  de riotemas par~Slrito-cblula hubrped.fsl t t i t ro  p u e k  ee r  
ut i l izado coma una herramfenta en e8rudioo dfrigsdor, a Pdentificar loa 
compon8ntea d e l  t r ipomat&ote y d& l a  cslulr. hussped reaponsables d e l  
procero de i n f e c c i L ,  para couprender e l  u c m d a o  de. l a  relacid. hu6_ 
ped-parlbito .a nive l  de mombranas celularae, m i  como tsllrbf6n para es-. 
tudiar  e l  efecto de factor- f f r icos ;  qu$micaa y bioldgicoa sobre l a  
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Figura 4 ,  ~ e p r e s e n t a c i 6 n  g r s f i c a  de l a  dis t r ibuc ibn  de par' ioitos en una 
poblaci6n de  cElulaa BESM expuestas a 0.9 x lo5 tripomostipo- 
t e s  d e . l a  cepa Ernest ina de T, c r u z i  durante 4 horas (cPrculos 
s6l idos) .  comparada con l a s  prediccionea de las dis t r ibuc iones  
, binomial negativa y de Poisson. Los datos  experimentales se co- 
' . rreaponden adecuadamente con l a  d is t tgbucibn binomial negativa. 
- . ,  
C I 
- ( ~ e g i h  Hyde y Dvorak, 42). 
i n t e r a c c i h  entre  T. cruzi  p l a  cblula  d e l  vertebrado. 
Se ha v i s to  que l a  inaorporacidsr de partsculas en cglulas 
- camprende doe paeost l a  adhesidn y l a  interiorizacibn. En T. cruti 
es poeible cuantificar l a  adhesidn camo una ,fme independiente de l a  
infecci ih ,  que ee un proceao que incluye a l a  adhesidn y a l a  inter io-  
rizaciZ5n de l  p a r h i t o  (181,182). 
-. 
'1 
Lae infecciones pot T. 'cruei  no se distribuyen uniformemente en to- = I 
doe 108 te j idoe de un animal, s ino que cier toe tejfdoe re ven afectadoe 
m3s severamente que otros. Bf ce y Zeleddn (68) dauostraron que l a  mag- 
nitud de l a  infeccibn 'y l a  local izaci th  de 30s p a r b i t o e  presentee en 
loe te j idoe de ratones fnfectados axpar%mentalmente pot T. cruz~,va-  
rfan con l a  cepe de l  p a r h i t o  ut i l izada.  
Loe resultados obtenidoe ia viero se correlacionan con e s t a  obaerva- 
cibn. Por ejemplo, se observa una mayor ' in ter ior izaci8n de t r i p m a s t i -  
gotee de l a  cepa Erneetina dd'T. CNei en c€lulas de miisculo esquel6- 
t i c 0  qua en cdlulas de rfiibn o de neoplasme (39), mfentrae que l a  cepa 
Y de T. cruzi ha s ido descrepta coma macrdfago t rbpica (28). Lae cau- 
a m  de estm diferenciae no han aido definidas hasta  e l  preaente, pew 
r o  estaa diferenciss indicsn que l a  cdlula huesped no presenta un r o l  
pasivo en e l  procero de infeccibn. Algunact. evidencfas que corroboran , 
eeta  afirmaciba se 'detallan a cont$uuacfdn.- , 
Se encmtraron difarencias en l a  infeccidn de cdlulas f ibroblbatf-  
cae por.'T. Ctrizi cuando se ut$llzaron cult%voa canfluentee y r t o ~ c a n f l u e ~  
tee  de cdlulas hulsped, riendb 10s primeror menoe' susceptiblee a la 2n- 
feccidn pot 'T. ~ n i z 2  (183). 
Aaimiamo pudo determinaree en un e i e t  
que l a  infeccidn e e t l '  modulada por e l  c ic lo  celular de las cilula4'd;'- ' -  
m~mrPfero y qua l a  penetracidn del  paribi to  aur & h a  durante Is fme I '  
S d e l  c ic lo  celular (184). 
sc' encont rar4  d i f e t e n c i u  de gnfqct ividd cuando ee  sometid a c6- 
lulae fibroblbeticaa a diverroe tratmdentor,  t a l e s  colp~ por ejemplo, 
periodato y tr ipeina,  previamente a la i n f e c c i h  pot T. cruzi y cuan- 
do ee ut i l izaron c i l u l m  expueatao a drogas que al teran el cit-uqtte- - -- 
l e t0  celular,  t a l e s  carno citocalasiaa 0 ,  colchfcina p vinblas t iw,  qud 
interactGan con loe dcrofflameutos y microtbbulos que controlan l a  rpo_ 
vilidad de 10s coatponcntw de manrbrana (185,181). En, ertoe cajeoe, l a  
infeccidn de lae  c6lulalr hulisped por T. ~ m s f  rre vi6 ufgnificativsmen- L - 
t e  reducida con reepecto a 10s c ~ t r o l m .  
-. 
Piras y col. , encontraron que l a  trfpaQntzac9k de cdlulae Vero ---: 
t r ae  aparej ada una -or rlreceptibf lfdad a l a  adhwfbn e Snterioriea- 
ci8n de t r fpamaet igote~ derfvadoa de cultivo de tejidoe , que re torn^ 
c' 
a 10s valoree normales por incubacih de lar cdlulas en medto de cul- 
- Y  k j  - 
-T :? 3 
t ivo  4-5 horaa deepu6a de l a  tr ipsiniaacibn (183,181). Esta recupera- - -:q 
" ; 
ci8n ae vi6 bloqueada en prwencia de tunicamicha durante e l  persodo , .-. - 
de recuperacidn celular,  aunque l a  adhes ih  retorn6 a valores normales. 
Se pudb detennrnar qtre l a  tunicsmiciaa n u p r ~ d  l a  incorporacih de 8aa- 
nosa ee thulada  por l a  t r$p$in izac ih  previu. be l ae  c€lulas de nudfe- 
- .  
ro . i-' 
' *, 
Per l o  tanto, es muy fact tble .  que l a  compoeic~8n y/o dietribuct6n 
un papel eepecffico y praminente en l a  adhelribn y penetracidn de l  parit- 
- 
e i t o  y es de euma importancia intentar  indentificarlo@. 
Coma ee mencionara ~ t e r i o n n e n t e ,  uno .de lor  mecanismoe conocidoa 
de i n t e r a c c i k  cllula-cllula involucra las glicoprot6inas de superfi- 
c i e  preaentea en una de las c6lulas y lae protefnas de t ipo  lect ina 
complementarias presentee en l a  o t r a  (186). ,Lo8 experiment08 realiza- 
doe Henriquez y col. (183) eae t l endo  a loe cultivoa de t ree  t i pa ,  
dis t intoe de c6lulas de vertebgado, Vero, MA-103 y c6lulae embriana- 
r ia8 de  mGeculo de pollo, a tr'atamientor con lectinae previamente a 
l a  infeccidn pot T. crriti mortraron qua l a  Con A, WGA, Ricino I y PBA 
produjeron una inhibicidn en l a  interiorieacidn del pardsito que oeci- 
16 entre  e l  20% y e l  90X, dependiendo del  t ipo de l ec t ina  y de la  c6- 
T l u l a  hdsped,  Esta inhibieibn no s e  ev cfbcib cuando l a  c(1uJ.a hubped 
fue pze-tratada eon l a  lectfna y e l*  correopsndiente aeiicar-hapteno en 
forma eimulthea. Cuando ee u t i l i c b  & de una l e c t h a  en f o w a  o W -  
t h e a ,  La inhib*eibn fue ruperior a l a  oSten%da por 14 a x p o s i c h  de 
las  c6lulos a cada una de las l ec t inu r  par srparqdo U83). 
Recientemente e& encontr6 que l a  f i W o n e c t h ,  qua e& una glico- 
protefna de a l t o  peso molecular presente en l a  siclagre, e l  te j ido cone. 
t ivo y l a  ruperficie celuXar, err une a trQmumtfgotee.lde T. c r u t i  por 
una reaccGn eapecZfica y reversible . . La prcceencia de anticuer- 
por anti-fibroaectina en el, msdio de cultivo inhibe l a  i n feccan  de 
c6lulas fibroblbaticae de rat., sugirimdo que l a  f ibronectha  aetua- 
rfa ccnno uri e i t i o  de reconocimiento para la  adhecf6n de l o r  p a r h i t o a  
(-1871. Estoa raeultsdos confinuan que l a  adhasitin y l a  i n t e r io r i zacdn  
de T.' ctuzi  earfan eventar indepehbientee. entre  e i  y r e  ha poatulado 
que hetjjrfa doa gli'coprotefnae de l a  cElula ha . A  aped bvolucradaa en laa 
farlee de Bdheeidn y penetraci6nP rerpcctfvamente (181). 
Por o t ro  lado, e l  tripomsotSgate d+ Tt~$&nde~ma cmti penetra ac t i -  
IC 
f iq 'st;
vamente en l a  cglula de vertebrado, d e ~ ~ o  wr papel fundamental 
en l a  i n t e r ~ c i b n  con l a  cglula huhped. Se tian deterininado haota e l  
momento nrraPerooos fsctoreo que al teren l a  i'nfeccisn, contribuyendo al 
conocimiento de l o a  mecanilpmoa que intertiieqea en l a  ihteracci6a entre  
d a e  entidudeo . 
Con rerpecto a loe factare& f fs icor  analitados, he podido determi- 
narse que exiete una relacf6n entre  l e  temperatura, en e l  rango cornpre~ 
dido ea t re  19 y 35.C, y l a  capacidad fnfectanter de loe tripomaatigotzlo 
(39). Aoimiumo, l a  interforikac%6n del  p a r h i t o  prerenta una relwi?h 
con e l  volumen d e ' l a  cdlulr  liu&iqml; lu c l lu l a r  m& pequeilas m n  pe- 
netradaa por d e  parSei.to~ par miit&d de Srea C42). 
E l  cur8lSdo cuauti'tativo de l a  fare de penetracisn de tripomaati- 
gotea de l a  cepa Erna~ t fha  d& T. .&tu%i  dra~ootrd qua l a  habilidud de l o r  
pa rh i to r :  par@ i;ntezi;orirars.e dirminuyr an funcidn de l  tiempo (42) y ' 
ee dependi'ente. de l a  concentracih de pardeiaoa uti lfcada. Piroo y col. 
(1881 por e l  contrario, encontraron que l a  lir161lidad de loa trSpomar- 
t iko tea recirin li'iierador. de c u l t i h r :  celularer para infec ta t  c ~ l u l a ~  
f i ~ o ~ k a t i k a ~ ; ~ n e  encuentra s6lo prrci'@mente cxpreoadr y que eat08 pa- 
rhd'toa: pueden Sncramentar n o t o r i ~ t e  ru  capacidad de adheei6n e in- 
feccisn por un procem de itrcuthci8n ia v i t ro  en medio de cultivo con 
e l  agregado de u e r o  fe ta l 'bovSn~,  ptoceoo qua. depende d e l  tiempo de 
Algunoo autorea eataUecen una currslac4.8n cmtre l a  morfologfa del 
parhi ' to y au SnfectSwidad. Ber te l l i  y Brcner (i5Q) i'ndfcan que l a  pre- 
u n c i a  d e  tzipomamt~ptes de~gatios. meadarj L eseucii l  para que bcu- 
rra e l  procem de hfecc ibn ,  T d i h  re  ha deteminado que 10s tri'po- 
maat%#otm de l a  cepa EP d& T. cruei rufrsn ma tranotornraci6n alorfo- 
- - 
I 
16giea a f o w  d& t ipo . .ut i iotc ,  con un paralelo amemto dc la ca- 
pacidad infectante, a 1  oar incubador en medio de cultivo (188,198). 
Otroo autorer no encuentrm una corredaciSta entre  l a  presenciu de tri- 
pomastigoteo delgdoo y l a  caprcidad %Lectmte de lu cepm CL e Y 
C.189) ,' por l o  cual lu evidenciae di.poni6laa haeta .el mwrento impiden 
corroborrr una pooible correleci8n ea t re  rmlior parhetlror. 
La preaenc5a de ruero en el medio de cultivo no ea eeencial para 
l a  adhed6n y l a  iavuibrr da. c6lulru 48 h f e r o  (-182). En eate aenti- 
do el comportmiento de loo trtipolahmtboter de T. cruei d i f i e r e  de l  
do ot ro  p a r h i s o  %ntracelular ohlfgado,' e l  eoporoeofto de l a  malaria, 
que requisre indefect iUemnte l a  p,rruncih de suero normal para poder 
I 
interactuar con I r  cblula 6 u w e d .  #b o b t m t e ,  s e  otitiene una menor 
%nteribrSlcaciSn de l o r  tr5Mmart;Sgotrr- d& T. crtuzri' en aueencia de rw- 
ro, l o  qua. pucde atriliuSrrr~ probabl.rmcurte a 'una & h % n u c i &  de l a  ca- 
pa idad  de gtprrvibmc%a da l o r  prr$aZtoe m e r r r  condiciones 0821, 
ya que oe conace que 1os.trSpoaruti'gotee: om deatruyen en sueencia de 
gotee: provanienter. de. cultivo de tejidos- a axtau concentraciones de 
mero f e t a l  liovino (nuparbrer  .I 20%' ( Y / v ) ~ ,  a d  como taPsbidn a altae 
concentracionea de d i i t i h t o r  uratop n o d o e .  provenimtes de vargar 
fuenter y de. variae eapeci'aa, produjo ua efecto inhikttorio tur to da , 
l a  adlicasn como de l a  p m r t r a c i h  de loo par"ari~or,  que iue revertido 
por el ttatmeianto de. loo p a r h i t m  con trfprltha. Eotos reoultadoa r e  
intexpretwan same ind$crdares. de qua 'un iactbr  premzite en e l  suero 
ue unikfa a lorn par8oitor. Por el contrarSo, PSriur y col., (181,lQl) 
no dl0 no eneontraron etecto 'ihMWtori'o de l  ouero f e ta1  'tioviho, siao 
1 
que ee evidencid un aumQnto de l a  capacidad i n f e c t a t e  de h e  tr ipo- 
mastigotee en eeas ccmdicioner. MIIs a h ,  e e  evidencid un aumento de 
l a  adheeii3n y de l a  penetracib. de  por a c c i b  de l a  
t r ipe ina  , a h  en aueencir ' da euero Eetae d i f  erancias 
en 10s reeultados obtenidos podridln deberee a diferenciae en l ae  
metodologfaa experimentalee o r lae d i r t i n t ae  concentraciones de t r i p -  
e ina ut i l izadae,  eiendo taprbisn f ac t ib l e  que puedan a t r i bu i r se  a dife- 
La preincubacian de los tripanmatigotee con eueroe de pacienfes 
chaghfcos trae camo consecwncisr un 60% de inhibicibn de la  intario- 
rizacidn de loe p a r b f t o s  en cQlulm do umdfero,  cumdo ee  gaagrara 
con el efecto de ruerolr hinnanoo nomalee o suero anti-epimaetigote 
obtenido en conejo. Eetoe reeultadocl eugferen que loe antfgeno k o -  
lucrados en eJ proceso de intsr ior izaci&\  eon aquellas g l icapro tebas  
eepeclf icae de l  eatadre trfpmast.28ote (1303. 
Colli  y .col . ,  eetudgaron e l  efccto de diet intoe ant+eueros sobre 
l a  i n fec t fddad  de T. &mi. E l  m s r o  hiptr2nutune preparada contra la 
fraccidn de protefnae de l  trfpclmagtigote, eluldae de la regidn c a q r a a r  m 
dida en t re  loi 75 kDd y loo 90 kDa de geleo de poliacrilamida-duodecil 
su l fa to  de ~ o d f o ,  3nh3be heeta un 80% l a  i n t e r i o r i t a c i b  de loe t r ipo-  
maetfgoteo (176). E l  antOsuaro preparado contra 10s polip6pti8- cam- 
prendidoe en e l  rango de 80-90 kDa y ds  50-60 kDa (192) 5nhibib bastb 
un 85% l a  in te r ior i rac ida  d.1 p a r h i t o  en e l lu laa  de d f e r o ,  d e n t r u ,  
que un anticuerpo policlonal obtenido contra protefnae de e p h t i g o t e e  
da peso. moleculare~ comprendidoe en el mi- rmgo, present8 un afecto 
%nhib$torfo rnucho menoe pronunciado, rlcanz&ndose una inhibicidn de has- 
t a  un 35%. 
. C m  ee menciond anteriormente, e l  anglfe.is por electroforeois bi- 
dimeneionai en geles de poliacrilamida de las protehaa iodinieablea 
de euperficie del T. cruxi pelnriti6 d e t e d n a r  ia exietencia de varias 
g l i c o p r o t e ~ ~  comprendidm an e l  rango de 68 kDa y 120 ~ ' a ,  aof comb 
tambisn de glicoprote$ner da a l to  per0 molecular ea e l  e r t adh  tripo- 
mastigote. La glicopretefna 5 ,denodnada Tc-85, contiene N-ace til- 
D-glrucoraaina y rce cree 'que elrtarfa invalucrada en l a  panetracidn 
del pa rh i to  0 7 6 ) .  E l  trrtamisnto de lor  tripomgstigotee con t r i p a h  
trajo apare jada l a  psrdido de l a  mayorfa de las glicoprotefnae de. ru- 
perffcie del par$eito, except0 'Ire protrfnaa S,4 y 8, de peeoe molecu- 
lares 85 985 y 68 ma,  rerpectivamente, evSdancihdose conconwl'tantemen- 
t e  una ap.tcuda intiili2cS6n de l a  capacfdad infectante de 108 pir&itoe. 
La reincubcisn de lam par%s3tor en 'medib de cultivo conteniendo euero 
fe ta l  bvim pemitSb l a  recupetacibn de l a  copadidad de penetrat c6- . 
lulor de d f r r o , '  drtacthdore paralelmente una recuperacibn de lea 
gl icopro tehu  de. euperfici'.. E l  t ra tadento  de loo trfpmaeti 'gote~ 
tr~peinizador: con cSeloti.rWda %ohffi '1. re=u&racib. de 1.8 prate$- 
nae. de ouperfscie. y de l a  capacU.d hfeb tmte .  U32). Eator rerultadoe : 
conf ihm l a  importoac5a de lam. gl$coprotefnre de ouperfi'cie en l a  in- 
teraccsn ~ p a r ~ i t o ; c ~ 6 l u l a ~ h u L ~ p d ,  aunque re  .necesi.tm & evsdeneias 
para determinor: e l  r o l  eepacffilco de cad8 una de emtoo proteznae de eu. 
- I 
petf i c i e  en 108 proceeoa de d h s o s n  e infacci6n. 
- q & : * a  :A & 
RecSentenr~nte, as ertudi.6 e l  ro l  de lor  reridubi de moaocra presen- 
tes eb lee m@ranaq cttlrzi y de-la cdlula hudrped con 
11 ' L-; - 
reopecto a1 procego con a-mmosidaea de loe 
parseitor. t rajo COW conaacuencli l a  remcidn de loo reai'dws de mano- 
ea presentea en l a  ouperfin$e g produjo un amento notorgo de l a  habi- 
lidad de loe parhi toa  para auochrse t-to con mioblrstor de coraedn 
de ra ta  coam con macr6fagor be ratbn, augfriendo que 10s relriduor de 
manoaa presenter en l a  oupetf i c f s  del T. cruei wdularPan l a  aaociaci6n 
El '  er  tudio de l a  acciZin de &i~lc,mr Srrfribi'dorea de l a  bibaS,atesis 
de macromol6culaa, ta ler  CQ~PO 40 a ~ t h o s S c ~ a  D, putomScina y tunics- 
micina, de ptoteaeao, de fnhiW&rt. de proteesao y combiaaciouee de 
inhihidores r o k e  l a  adheri6p e hfecci6n, permitid determinar que l a  
mayorfa de es toe trataaaientor tuvf cron efectos i'nliiliidores o eetrplul.n_ 
tea  lioke ertor proceeos. ' La purodefna y l a .  c i c l o h e x ~ a  blo- 
quean tanto l a  adhesidn como l a  p%notrac;i;bn de lor  parhitoo,, d e n t r a e  
que l a  actinomicina D y l a  tunicriaCcSna GLoqueur l a  interikri'caciSn de 
lee tripomamtigotee. ' E l  efecto de la  t u n f c d c i n a  skgiero que ha- 
hr$a wa / s  glicoprote$nafs, con un%onee Icl-glicoo2dicso entre lor  oligo- 
sacgridoe, p re~ente  on l a  auperf iki* ce&ulrr del pr*&ito o ihvolucrada 
en e l  proceeo de peatatracibn & T. cruri. (181). 
~eg6n P i rm  y col . (3911 ,la/. glicopro t e ~ ;  seneible a .  t u n i c d c i -  
na se expreaa princfpalmente en' prerencia da 10s factor- del camp~emez~ 
to presenter en 41 ruero, y haErf& otrolr componentas del suero, ontre 
al los varias, nialoglSco-protefnar, que ertTPaularfan tmiii6n la Snterio- 
ri'zacidn del prrbiso. 
En €ma a eatoa reeu l tdo t ,  PSraa p col. (181) poatulon que lo r  k& 
gusentea proceuoc tendrTul lugat' en e l  trQomartigotao de T. truss: 
1) l a  -tranrlacSbn de un MA pre-exirtente con l a  infonnaci6n neceearia 
para l a  dheei8n y 2. l a  tr.1u.cririgcffi de R U ! y  l a  ~ a f n t e s i s  de 1.1. 
glicoproteCnrla inve1ucrad.r. en la penen~racisn, y sug.ieren que l a  caps- 
8 
cSd& de adFka31Sn eatarfr  preseate en e l  tri'pomasth+ote recisn IiTaera- 
do. 
La inhibici8n i r rever r ib le  de l a  e h t e r i e  proteica por pac tmic i -  
na de l a r  formar rangufnear d e l  por ls i to ,  produjo una inhibicibn de l a  
infeccidn de d i o t i n t u  c S l u l u  de d f e r o ,  l o  quo corrobora el regue- 
rimiento de sSnteeia proteica para poritii ' l itar l a  invu&n ce lu la r  por 
T, cruof, (194). I 
E l  t r a t ~ ~ i e n t o  c n l e c t i n u  no rr, l o  ~ l f i ; c i e n t a n e ~ t e  solectiLo comro 
para Sndentificrr  8 lor  receptorrr  i w a ~ u c r r d o r  an r r t o r  fenbmenoe. En 
coluecuancii, r e  atudib e l  afecto de d h t h t o r  monoarc&ri'dor camiinmen- 
de v e r t e k u i a  ~ ~ ~ ' . T ~ u I o I o M  cru%& Solrrente l a  N-.cetil-I)i-.glucor.- 
mina preuentd un' ef ecto ihhiUtarib:da Pa uUieai8n y penetrsci.8n de 
tripomaatigoteo de l a e  ceprr B ~ o t i n a  e Y da T. cruri,que fue d% apm- 
dB 1- ctlulaa.  hugepad con e l .  mnoeac~xfdo mencfonado , no produjo in- 
hibici6n de l a  Shfb~cil5n por e l  par&$to (LPS), huplicaado que l o r  tti- 
m m a  tg80 t ru  da. T . , cnrri, re adhieren a receptorer .que contienan N-ace- 
til-f)-gSucgerminr presenter en 1. rupeff ie ie  de l a  cglula huSeped a 
rravsr;. do. una lect.$na dek t ibo  de:la agXufjlnina de gernhan de tr%go. En 
c a u l r u  de vattebtado por efecto de la  #-acetil-D-glucoaa~aina 0971. 
1 :7.2 Intetacci8n entre. T. c . m f  .y:$8lulrr fagdcft icar  
I 
. . 
iinpreeibnado por l a  faci l idad con que el p a r h s t o  r e  multfplicaba 
dentro de lo r  macrbfagoo, D f i a  (201) excluy6 in5cialmente f a  posibi l i -  
dad da qua log tnacrdfagor eje.sc%erm un papel defenrivo contra T.cruei. 
Sin embargo, posterioarente cre demoat& qu* u w  torm.s. de c u t i v o  de l  
p a r h i  to,  e r m  rapidmente der trusdar (87) . Posteriormente , ee ha de- 
moetrado que 10s paraaftor opsonhzadoa eon mdr flcflmente ingeridor 
por 16s macr6f agoo, y que a1 mgnoo para vari're c a p u  de T. crur i ,  L, 
tr ipomaa t igo tea son dea truSdor por l o r  macrbf agoo. 
Segh algunos autorea, la  geue t rad ih  del  tripomuatsgote de T . c w  
-
si en e l  macrbfago no e* adlo 'un proceao actgvo por parte de l  parbsi- 
-
to,  eino que e l  lnacrdfppo ihter\iiene fegocftando rctivamente a1 pars- 
o i to  (185,202). Los eotudioa rerlfzadoe pox Dvorak y Schmuiiie u t i l i -  
zando micro~copPe de contrrete de fur,  ougieren que loe t r ipoWt igo-  
tea penetran sc tbmen te ,  encontr#d;ose li2ireo en e& citoplasmpa del  
macr6fag0, y que eventwlmcnte w n  'destrufdoo por l a  c8lula que es  in- 
capae de e ~ b r e v i v i r  a l a  'i'nfecci6n por 'eeta forme be p a r k i t o  (203); 
eegdn otroa autores, l a  &uperviVmcfr o no de l  mrcrdfago depedde de l a  
r e l a c a n  cuant i ta t  Sva par$ai'tosrmactbiia$o f202) . 
Una rn f i l i sh  de l a  i n t e r a c c i h  de tr ipoma~tigoteo oangu%~oe, de- 
rivados, de cu l t  Swo de te j  idor. y derivadar de cultivoo axbnicoo , con nur- 
cr6fague dr rrt8n, pdrmiti8 determ$nar qita la~itrcorporac%6n fue alta 
para 10s t r i m t i & o t e r r  derivldoa de c u l t i h  de t e j  %doe, interm3i.a 
para trSpo~oruti'goten deti'vdtar. de cultSvo ax8nsnf'co y baja para tripomre- 
tSgoreo aanguSnaoo (3891. A s i i s h o ,  un mayor n&enro de macr6f agos re 
infect6 con .pr rbStos  do l a  cepa Y que de l a  cepa CL, pare 10s tres ti- 
pos de tr%pomortigoter, l o  due. mg$ere"que l e  hribllidad de loe p a r h i -  1 
t oe  pbra tnfec tar  macr6fr~os em uha caracter!Sotica ti'birfca de cada cepa 
I 
del  prrdrcito 089)  . 
- d-4. 1 3 9 
Er parSIire t d f n  di'sociar 1rs f a m w  Be adheol8n e i n t e r b r i z a c  n 
La t r ipe in i jacg j_  de loo tripomar ti'goter oanguSneor ee timula sig- 
-d'[rx-fi 
nif icativamentem~u' i n ' t e tb r t r c ibn  en aucr6f rgor (128) y este  af ecto 
ha sido interpretado corn debido a l a  r w c i d n  de unr glicoproteSna de 
superficie de P.M. 90.000, qw actuarfa comq factor mt i fdgo~$tfco. .~  
Se ha ougerido que a1 proeeso de 'crpp-' actuarsr impidiendo l a  
Sngeatibn de tripolnostfgotco opsoniaador por e l  macrdfago, j a  qw l a  
f agocitosio rnedi.de por rntfcuCrpor requar.ik$a l a  p~eaencf a de anti- 
= 
=. ..-.= 
cuerpor die tril5ufdor haa~og6neamen to en toda l a  ouperf f c f  e del pa rh i to  
(.45). Ea i'ntereoante notrr qua-lor tripommtigoter opmdeadoa de. l a  -% =-  :+ 
cepa CL de T . ~ r ~ t i  no fol~lslin cuquate polar (ssp] ftcilmente (114) y 
son dertru%doo por ' log macr6f alps ' (2041' mi'erstrlo. que lor  de . l b '  cepa .! 
Y fonaon "cap" f icilmante y ro6;rrdvm 'deatro de l o r  mmrbf rgor. 6 1  - 
. y=. 
necuitan d o  ertudSor para deteninar ri' orUte  o no una .relacibn 
. @ 
. *  I 
. 1~ 
entre l a  hhilfdad que preronta T. crut2 'pua movlllitar lateralmente 
Zoo camponantrr ds mrmtirana y au lial3ilCdd para rolircwivir. dentro de 
lor macr6 f agoa. 
E s  poco proturlde qua lor  nrrcraSmmo- de interacoil5n entrd tripomas- 
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E l  objetiko d e l  premnte traljajo dr. ~e'cc~s .a e l  e i t u d i o  ; i n  v i t r o  
--9 
re& un novedorr, enfoqur, de la gnteracciba anwr  Ttgpmbsataa c ruz i  y 
l a  cdlula hugaped no FagocStica de l  mmf f ero , u a l f  eando po6lacionee 
gen6tfcuneata homog6near d r  p u h i t o u  (.clonei) proveafentea de dos pa- , 
eiknter cha8ttcocor crbnikor de l a  Re~G6:lica Arsantiq., cpn l a  f i y l a y +  
j k . ,  q7, I, 5 I 
de: - .- *f 
. . 
1, fnverti'gar cmparatSvamente la'capac5dad infectante  de d i a t i n t ae  sub- - . - i . 
f ,  4 
io62aciones de T. ern)xi, con el  o ~ j e t o  de d a d c i d a r  ri , lu varkcionea 
de infect iwdad drcl.crtptao para lk. cepre d e l  p a r h i k o  pueden ,a t r ibu i r -  
ec a l a  exi'atencia de iieterogmeSdad en l a  p61aciba con reap&to a ea- 
t e  parbuetro Mbl6gico. 
l a  interacciSn dbl srtadfo.  tuipomanxi'gote da d i e t i n to r  clonee de T. cru- ; 
- 
- - 
z i  en cs lu la r  de d f e r o ,  can l a  f inal idad de datenuinat si  e l  efecto 
-
---ib - j 
7 
i ~ h i 6 i t o r i b  de e r t e  monoeaeiri'do puede sar generalisado, o si  por e l  -,.#.' 
-< 4 
C 
contrarib, l a  f a l t a  ds  inhiWei6n t o t a l  de l a  infectividad deacripta .- :?- 
para 1- c e p u .  de:T. .cntci' ertsudiadm:, podrfa atribuirrer a l a  emiotek- 
3. fntrestSorr a1  e f rc to  a o k e  l a  interiori'ibacisn deS. tripamastigote en 
l a  cSlula liu-ed, de otroe monoeacPridou c o m ~ e n t e  preaentes en l a  
superfi'cie celular ,  a r rbar ,  glueom, @rlactooa, manoaa, fucosa, 
4. En bate trahja se. .rpanen, a d d ,  l o i  r d t a d o m  ohtenidor a par- 
t i r  d& anbliefo. cuultftativa del  efecto d ( ~  tres antbwrpos monoelona- 
l ea ,  ob,tenidos contra l a  f racc$& flacrlar 'dal T ~ ~ P U I ~ ~ O I P I  cruri, sobre 
l a  capacidad d0 pauttacil5n del parldto ea 'cLlulu de mdfero .  
M A T E R I A L E S  . Y  M E T O D O S  
-- > 
I 
- b ;  
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' 2.1 ' or ins* de laa eepae y elodes de T. cruz i  
En es t e  trabajo se u t i l i za ron  l a e  cepas Ernee tha  C203) e Y (154) de 
' 1  
T ~ ~ O L W I ~  C t l U i .  La cepa Brnestina fue ai'olada en e l  a50 1964 en Bahfa, - . 
id 
Brasil, a p a r t i r  de una paciente con eiifermddad de Chagae agudo a quien 
. 
i ' 
aa l e  aplicd un xenodiagnbetiw. La cepa Ernestina e e  someti6 a un Gnico 
p m a j r  en cul t ivo de c6lulaa d r  cr~mioa humano, seguido por 6 paeajer en 
I 
r d i o  de cul t ivo b i f  b i c o  a g a ~ a n g r e .  Poete~+onnente, la  cepa fua man- 
'=% :,4 I w- 
6 I - 1 4 . 5  I 1  teuida paralelamente en cul t ivo d n i c o  y en cul t ivo de cdlular  de docu-  
l o  e s q u e l ~ t i c a  y pie1 de f e to  bovino (BESM) en forma ininterrumpida hasta  
e l  presante. Recientetmnte, el medio de cu l t ivo  b i f h i c o  e e  reamplazb 4 
por medio iis cul t ivo LIT (205). I - 51 
La cepa Y dr  T. cruoi fw a i m l k a  pup Silva y Nuoeenzweig en el  .ISo 
1953 ('1541 y mantenida eu ratbn por pasajes epriador cada 7 d h e .  La ce- 
pa Y util.ieadl.,eib ee te  ertudio procedc d e l  1aborat.orib de l  D r .  W. 
Gutteridge,en donde re mmtuvo h re t a  e l  a50 1978. A p a r t i r  de esa  fecha 
r e  mrntwo en e l  Xnatituto Nacional de Diggn6ntico e I w ~ s t i g a c i d n  de l a  
I 
Enfermedad de Chagar Dr. Mario Fatala  ChaGn, pot pmajes  semanalee en 
madio de cul t ivo b i f h t c o  Cgar-~angre.  
A,part .fr  de 1984 ee mrntwo paralelamente en medio axSnico y en cul- 
t ivo de cQlu l r s  BESM (ger 2.4). 
Lor cloner dr Ttypand10m0 c-ci provienen de doo origenes dimtintoe. 
Lor clones CA-I provienen de tma eepa de T. cruz i  ainlada a p a r t i r  del  
xenodfagndrtico aplic.de a un pacienre de 45 aiios. ds edad, afectado por 
. 
m a  miecardit ir  chagLsica crbnSca, oriundo de l a  provincia de S a n  Luis I 
(206). La cap& CA-P r e  ~untut to  inicialnrente por inoculaci6n intraper i to-  
neal en rotdner de l a  cepa Rockland durante un Lapso de 5 d o s .  Luego 
nSstico, Lae 10 ninfaa del tercer eutadzo de. Triatoma infeetans. utiliza- 
dm para e l  xenodiagndeti'co fueron sacrificadae entre loe 30-45 dfaa 
poet-infecci6n y re  clonrron loe parhitom contenidoo en e l  tubo digee- 
i I '  i 
I - I  - Y - - ( I .  tivo de loe Snsaotoe. I 
> / f  ' --:* 
Lo8 clones Miranda re originaron por expanei6n de loe parb i toe  clo- 
nadoa a par t i r  de ineector utilt tadoe en e l  x e n o d i a ~ s t i c o  ap l icdo  a 
un paci'ente de 26 a k a  de rdad; en qagaa crbnico aaintodtico,  residen- 
t e  en l a  proviirci'a dr San t ia~o  del Eeteso (32). 
Loe clones oe obtuvieron por e l  aielaudento de c6lulas individwlee, I 
arcdiante la  adaptaci6n de m a  tgcndca de micromani:pulaciba (207). M a  
inuc toe  utiliaados en e l  xenodia~bet ico ee erterilizaron pot inmerai6n 
en soluciBn de White (.208) d u r b t e  1)0 minutoe. 
Se diaacb luego e l  tu6o diges,tivo de cada inaecto, e l  cual fue oac- 
cionado en unr) placa de Petri' de 3.5 cm de d ihe t ro ,  con t en ido  2 ml de 
aedib de cultivo LIT (205), cuya composicidn quhica  oe detal la  en l a  
Tabla 2, c6n e l  agre@ado de 10% - ( J / Y )  de wero f e t a l  bovino inactivado 
por calor, Q,MX de Hmina, 200 U/ml d e  Penicilina y 200 ~;g/ml de Ee- 
treptomi'citio, .lib;erlhdore el cantentdo intest inal  dl medio. E l  d i o  ae. 
centrifug8 a 100 g dutante 10 minutos en tubos cGnicoa de centrsfuga 
es:t;drflee., con tapa a roaca, con el otijeto ide eliminar los restor de te- 
jido ptesentea g e l  robtenadante ee centr ihgb nuevamente a 1500 g du- 
rante 10 minutoe, .con e l  objeto de concentrar 10s parleitoe. El pellet 
4 '  
s e  renupendib en media LIT a m a  concentraciGn f inal  de 1-2 x 10 
eito'~fml. La operaci$n de clomdo see realiz6 en una c&m.ula de Petr i  
p l h t i c a  con una petforaci6n circular de 2.0 d de di+etms cub'serta por 
un cubreobjetoe circular de 25 aaa de d i k t r o  f ijado a l a  placa de Petri ,  
e i$lpermeabili'%do por uns cobertura interna de tef 16ns a excepcsn de 5 
beas. de 1 mm de d i k t r o  equidiatantee entre sf (43). Las c6psulas de 
suopensidn de partsitoa con una microjeringa Hamilton, ... L . 
_ s 1 1 1  
placa de Petrf y 06aervSudose lae gotas en porici6n imert ida  dl 
cop50 6ptico. LU gotar csntan%endo un 8010 p a r h i t o  fueron aepiradaa - ~z 
,l> -,* 
- - 
MivSdualmante COB jaringas de , tuberculim dc 1 J. conteuiendo 0 , l  m l f  . 
de medio L'IT y t rmsf  eridrr  a bubo9 plbmticoo con tap8 a roeaa contenian~ 
. 
do 1 ml de Qgar nuttitivo (DXFCI)) con 10% de mangre de condo desfibrri- 4; 
" y* 
nada. 
La jerbplr s.8 lava doo vecea conaecuti.vao en 0 ,  1 nl de m e d i ~  LST, :., ;,a 
cult  ivo 
tw- L I-; 
para 
' ' ;I 
d r o n  a 26@C, r fqc tuhdou  controlas aermualu durante un d o  para d e t e r 4  
mfau l a  d b t e n u i a  de Be& este procadimien- 
t o  ae. 0 6 t w i a ~ n  l o r  64, 65, 67, 69, 70, 71, 
I 
I 
72 y 73 y.. M<randal75:, '76,  77; 18, 80, 81, 83, 84, 88 y 91, lor  que re  
. ' 
expmbikron en ,media LXT y r e  mmtuvferon posteriormente en el mimno me- - 
. -  
T A B U  2. COM1)OSICCION QUIMZCA DEL -10 DE CULTfVO LIT (205) a L-' _ .. 
8 g.. /1 
&+ L FJ. - 
- - 
J .  
-. ' 
. 1 .  
TABLA 3.  COMPOSICION OUIMXCA DE LA SOLUCION TRIPSINA-EDTA - .  
CbXPOSICION QUrPiICA DEL PBS DU&BECCO 
2,s g I1 . -1  Tripsina 
1 g:/1 EDTA 





2.3 Maritenitidento de lea cultivos celdarea  I - 2 
- 
I 
Se utilfsaron cult%wo calularea prbaSioe de 'daculo esque38rico y - 
2.2 '~ t6ai imi6! l to  ,da ,109 ai'alW-entor. y clones de .T. cruef em medio 
de cultfw LIT - .  L 
- . . & A  
Laa cepam Etnertitla e Y, am$ COOLO trmbisn loe clones CA-1/59, /699 ' 
110, 171 y /72 y loo cloaee Miranda/766, f80 ,  /83 y /88 utiliaados - <, - - 
en eat6 trabajo, se mantwisron en estado de daoazrollo exponential, me- 
d i a t e  paeajer oeriadoo cada 7 drrs en t u b s  de cultivo eet€rileo de vi- . 
A 
! 
drio, con tapa a rorca de baquelita, conteniendo 5 ml de medio de culqi- 
vo LIT. Lor eultivoe ae inici'aron a una concentracibn aproxbatia de ! 
pie1 de f eta b % n o  (BESM) (Flow Laboratories, Cat. V0.1-304). Los 
cultivos de c6ldao BESM r e  rorrtuvieron en fraocoo pliaticoe esterilea i 
2 de 75 cm de euperficie., conteniendo 10 m l  de.medio RPMI-1640 (ZOQ, eu- : 4 
plementado con 5% de suero fe ta l  bv ino  inactivado a 56'C duranto 30 mi- - 1 I 
nutor, y re  inculiaron a 37.C en UM a t d r f e r a  conteniendo 5% de C02 y I 
I 
95% de' s i r e  a Loo cultivos confluentes ee deoprendieron mediante &o la- 1 I 
vadoe ouceoivoo can uno aoluci6p de triprina-EDTA (acid0 etilendirrPrirro 
2+ tatrsc6tico) .in ca2+ n i  Mg , cuya comporici6n qufdca sta detallat en 1. 
tabla 3, extray8ndo~e irr~aediatuaente l a  saluci6n. Lao cdlulaa bspr 
dae- se resuoprndierdn en-medid de cultivo, efectudndooe uns d i l  
1210 (!VIV> y el  voluaen.re fraccion6 en fraecoa de cultivo eet 
2 75 cm que fuoron mantenidae en lae miomae condicionea anteriomente 
I 
. .- . - 
. , .  
2.. 4 ' . Inf ercci8a Ye. 'lao ' cult h e .  celularee, .con par'aaitor provenhfae d 
. . , .  ..., . . , .  . . . .  
cUl tive . #$$died, y-.pda ttwi6.t sduW!!enSmiento de loo pa rh i to s  en cul- 
t 
tfvdp .crZuI&reo- . I -  .. 
1 
Para i n f e c t e  parcialmente condluenteo oe 
- 
ton par$sitoo. en medio LIT,  uti l iehdooe un in8cu- . ; - .-  :- 
8 ' 10 inic$al de 10 par8oitoe. Lor cultivoe de cglular BESM ee incubarm , - 4 
- .  
a 37°C durulte 24 horae y poetexiormente aw efectuaron do6 lavadoe del . I 
cultiw celular can medib RPMI-1640 para eliminrr el excem de parhi toa  z;): 
contenido en el .a$benadurta.. .Lor . cultivor. inf ectdoo 8.e inculiaron en , ' > .  " . . #  '. 
.- 
r .- 
lae  rmi'smao condi'c50uno que loa cultitroo celularee no ihfectadoo, efectusn-- 
dooe un cem62a drario di~3  medib de cultfvo y un control di'argo b j o  mi- 
crorccapib i:nvrrtido de cantrarte de faaa.,con e l  f i n  de obervax l a  evolu- 
cidn de lae c8lulae infrctadoo. .Una ves completadp e l  ciclo intracelular 
de loo. paraoitoe, 10s t r%powtfgotes 1iEerados a1 medio de cuitivo ee 
util izarn* para infectar  cultivos vsrgenes de c ~ l u l a e  BESM. A t a l  efecto 
se  u t i l i  ton itlbculaa de ~pzoacimadaaente 1 x 106 tripouiaijtigoteo por 
2 frasco d :ultivo de 75 cm de rupetflci'e. Tranacurrido un lapro de 6 
horse, 16 p a r h i t o s  se eliminrron por lavado de loo frascoa de cultivo I con medio WI-1640 con 5% de eucro f e t a l  bovino y oe incubamn en lu * 
miemae c o d ~ c i o n e a  anrerhrmente descriptae, e fec turnose  diariauente un 
camlj%o da l  medio de cultivo. Se mantuvieron de eota manera a 1- cepam 
y clone. por pasajes ser ia&s,  eapaci&dos entre  a$ n&lh l a  duraeibn d d  
ciclo intracelular  t o t a l  reapectivo. 
Tanto l a s  cdlular BLSM coma lo8 *par3sitor utiliwrdoe ee criopreaer- 
' varon en Nf tr6geno l$puido, 
:. . 
2.5.1 CtSo@reorwacii5q~de Ips cultivon celularee 
- 
Se eelecc$onaron cultEvor confluenteo de c6luloo BESM exa l o r  dor pri- 
meror pamj as., 10s cuales re tripeinaron sagan oe deocrSi6  anteleiormen- 
te (xer 2.31, rscuependi~ndoea a l a s  c f lu las  en rnedio RPMI-1640 con e l  
agregrdo de -10% de suer0 f e t a l  boviro 'inectivado. LIB c6lulrs  ee centri- 
fugazon a 300 g dutante i 0  minutos a 4.C y reswpendioron en r l  miew,  
mcdib de cultivo cen el agregado de 7,5% CV/V) de dimetil eulf6xid0, rr 
6 
una concentrac%6n f ihd  da 1-2 x 1Q c&l*ulaa/ml. La suupensi6n de' c l l U a e  
ee f raccionb en vialeln de polipropileno Unternat . H a l .  Nunc, Dinamarca) , 
a r a d n  do 0,5 m l  par v i a l ,  La operaci6n ae eaectu6 an G a k  de Uelo .  La 
congelacian re. 'realix8 'en un recipiente ds. Telgopor, an congeladora de 
-7Q°C durante 24 horau, a f i n  de disminuir l a  temperatura a r a d n  de 
aptoxhidamante l * ~ / m ~ n u t a ,  y posteriormente 10s vialea se introduj eron 
directamente en nitrsgeno lsquido para ou conrsrvaci6n, descongal%rdose 
de acuerdo a l a e  neceeidader de ueo. 
2.3.2 Crippt$ioervaci8n de ep.ipmotipotes de cultivo - I i 
Lao capos y clonee de T. cruaf r e  criopreservaron en fase do creci- 
d e n t o  exponential . Lor prr%oitdo s e  lavaron con medio LIT, centrifuga- I 
-. 
. - 
ron y reuuap(~nd'ieron f inalmente en medio de cultivo LIT con 7,5X (V/V) - - /  - - 
6 de dimatil sulflxido a unr concrentracibn f i n a l  de 2 a 5 x 10 parllrritoe/ 
. -
I .  
m l  La rurpenrS8n be parasictor r e  f r a c c i o d  a razdn de 0,s d, por ' v i a l  - .\- 
o r  - y u conprld e l  procedhfertto deacri'pto para lu cLlulaa de m a d -  
1 
fero. Pooterionnente, ee r e t i r d  wrs muertta para d e t e d n a r  lid v i rb i l i -  
.tigotea derivador de cultivo de t e ~ ~ l a i  2.5.3 " ~ r ' ~ ~ ~ t & r ~ & c i d n  %da Trizmw 
Se cr$eprerr tvar~n tripomrotigotee do lar cepaa Etneotina e Y de T' 
ctari' y-de  todor 10s clsnro do1 p a r b i t o  utilicadoa, medianta l a  u t i l i s a -  
-
c a n  de l a  m i h n a  t6cnScr aateriormenttr dercr ipta  Cver 2.5.2), con l e  ex- 
I 
cepcisn de 'que 10s parls isoe re  reruependiaton en m d i o  RPMI-164Q con e l  
agregrda de 10% @/V) dr  rur to  f a t a l  hbvfao inactivedo y 7,SX W/V) de di- 
mtil eulfbxido, Se control6 la  vialdlidad do loo triponustigotea descon- 
$elando muartrar ee infectando cultivoa de  c8lulrr  BESM ,en lu c u a l e ~  se 
drearrol l8  e l  e ic lo  f o t r l c e l u l u  completo de l  parbatto. 
'd6 ' T *  'CWSS 
Se rxpuraron cg lu l r r  0ESM a l a  inf a c c u n  por tri'poaaat2go ter deri:vadom 
de cultivo de tejidoo de loo clone8 CA-1/71 y /72 Y Mirands176 Y /8Q a 
. 
l e e  condichnea que se  detal lan a conthuaci8n. 
2.6.1 Cuxtivo de lee c$l.iilae de vertebrado 
Se uti l izaron cblulao BESM mantenidao rutinarfemeate e e g h  l a  meto- 
dalog!h deucripta en 2.3. Previamente a au uoo para el ensayo u p r i m k  
, 
tal, lao c6lulae ue diaperoaron con e o l u c i h  de Tripsina-EDTA y re re- 
ouopendieren en mdio  Mn-1640 con 5% de tauero f e t a l  bovino &tivado 
a 56.C durante 30 minutoo, dfluy6ndose a una concentracsn f i n a l  
4 2 x 10 ~81u11i11/d. E l  recuento celular r e  efectu6 en c h r a  de Neubanrer - 
- 
Se tomaron alfcuotas de 2 m l  de l a  ruopenoibn celular,  petfectamente 
bmoganeiaula per apitacibh .meelntci, que ae colocaron 
p l a c u  de Wtri de'p19.tico dm 35 .a de d i k t r o ,  
Lor cuEtea6;j e t o s  oe manfpulearon con* pinzsr de re lo  jero ee td r i l ee  de pun- 
t a  cuwa y fiha.' Lau placao de P e t r i  ee incwbaron a 37'C,en a t d r f e r a  
lium%difi'cada de 5% C02: ' 95% de d r e  durante 24 lioru. 
Para 100 rnrayoo experimurtaleo oe u t i l izaron  r6lo 10s cuht.objeto$ 
con cglulam p e r t r c t m n t e  eeporadae eqtre  s f  por una distancia de a1 me- 
nos un diffao~tro celular . 
2 '6.2 Prepqtaci8h da, 1oi:perkitoe 
- 
En eu t a  oer ie  de eluayoo aacperianentalee. ae utUizaron trip- t igo t e s  
-- 
der ivdoo de cultivo de tejidoo de loa clome lCA-1/71, y 172 y Miranda/76 
y 180 d r  T. cruzi. Se infectaron cultivos eexuiconflusntee de c6lulas BESM 
2 6 
en fraoooo da 75 cm da ruperfici'e, con aproximadmatnte 1 x 10 tripomae- 
ti'gotea, durante 6 b r a e .  Diariamente rre efectud un cr~ali%o de medio de 
cultivo, con e l  objeto do e l imimr  l o a  reatoo, celulucea y lae: forsarre I 
epfmaetigote y amastigo t e  de l  8abenadante de loo cultivos. Solamente 
se ut f  lizarotr Sar formae t r iponwtigote  reeultantes de l  p$iiner c ic lo  in- 
' t racelular  de loe c u ~ t r o  cloner de Tb: c r u d  ,. Como loe  cicloe intraeelu- I 
l a res  de l a8  cloneo de T. crua& ut i l ieados no tienen iguol duracibn 
(Engel, Doyle y bvorak, comunicecisn personal) (44) , oe infect6 a loe 
. I '  
cultivoa celularer a dietintor'tiempoe de acuerdo a l a  d u r r c i h  
clo ~ n t r a c e l u l a r  de cad& uno da 10s cloneo, que fue de 4,s d f m  
cloneo CA-1371 y 172,  de 6 dfrsl para e l  clon Miranda/76 y de 9 d 
e l  clon MS1:ando/80. Todoe loe cul tivoe ee  lavaron con medio WPMI-~~~O,E<.',-  
con 5% (Y/v) de ruero f e t a l  bovina, 24 horm anteo de l a  recoj.eccibn 
de1 rotrenodm tr contenirdo lor. pa rh i too .  La c o n t d ~ ~ c i d n  con f onnae 
b u ~ i k o t e ,  epiumetigote e ' h t emed iaa  nunca ouperb el 5%. 
,. 5,-  
E l  $&Erenrdrrats conteniendo a l o r  tripomartigotea s e  cmtrifugb'  i 
3QQ g durante 10 msnutor, con e l  obdeto de eliminar reotos cr lularee y 
e l  eulikenadonte rxt cbntrffugs nuevmente a 1500 g durante 10 minutoe a , 
4.C. lo. p a r l d t o s  .rdLuat&doe u, ruumpendieron en medio RPMI-1640 con - --;$ 
9 $ 3 4  
a- 
n +. 
. 5% de ouero fekal Ihviho iiractivado. Ss tomaron alfcuotao de 1.s rwpeq- . ' 
r-ibnea de coda uno 'de l o r  cloner, 1- que fueron dfluOdoo a roean de 
1140 a 1 A40.00 reg& l o  concentraci6n da. pardritos en l a  euopenaisn, en 
un valumen fibrl de 20. m l  de una eoluci8n de e lec t ro l i toe  (Coulter . 
Imton 1x1 (Tabla. 4). E l  n h e s o  de parlri tor.  en csda una de l a r  mueattas 
mbdeld B o ZBX, Coulter Zlectroni&o Inc., IIULEAH, Pilorida). Lam dilucio- 
nes de lu mueatraa OEI t.alisaroo con e l  propdmito d ~ .  a j l u t a r l d  n i b r o  
4 '  3 .  de cdlular m t r e  5 x 10 y 4 x 10 parhStoolrn1 y poiihimi'ear a d  e l  e r ror  
6 
de conteo del apareto. Cada muestra fue saal i tada por tripl%icado, prome- 
disndosa loe rersultadoe. oStenSdoe. Finalmate,  r e  procedi8 a df lu f r  18s 
:; -;a,. , ;,. q& , 
suspensiouea de t r ipcmut igo tes  u m a  conantracibn f i n a l  de 




1 "- - -hm'fT-!l - ~ [ ~ ; . ~ ! ~  
1 I .  
TABLA 4. C ~ @ ~ ~ C I O N  QUXMXCA DE LA SOLUCION COvtTER-18aV I1 ,: ' & ." ..+ - 8'1 - .' .& -* 
. - 11, 4- 
-- 7 3 
Lo. cu6reobjetoa con 1.0 c$lulatii adher idu  se r e t i r a ron  de l a  placa 
de Pe t r i ,  aeclndoae 18s. 8 r t t a a  con papel de f i l t r o ,  con e l  objeto de 
miniai%ar e l  ermr introducido por diluci6n en l a  ouepnuibn p a r u i t a -  
r i a ,  y a@ colocaton ea . t l t i k .n t e  en p l a c u  de P e t r i  a e c u  de 35 a de 
c u l t ~ o  a 37.C en lu m i n u  condicione. de ahlbufera y huudad d w c r i p  
tas (VU 2.6.1). durante 2 b r a e .  y media. Tranacurrido ese lapao, 10s 
cubr?objetos ee u t r a j e x ~ p  re lo je ro  y u enjuaguon median- 
t e  1 0  fnan r~ io rua  auce.i+u p e q c i p i ~ d o a  de 25 m l  de cepa- 
cidad, contea$mado 20 J. de roluci8n PES, con el oFjeto de alibknar 10s 
parboi'tos no adliar idoo . I 1: 
* 
Loo cubreabjetoo ee colocaron en plaose tie Petri. rscaa de 39 qa3-ie - I 4 
d i h e t r o  y 86 cubrieron i rmediata~ente c o n 2  m l  de una soluci6n de gltk I 
taraldehfda ra PBS a1 3% (v/v) (Merck) , f ij5.ndore ' 1.0 c ~ u l a e  durante I 
12 bras a 4'C. ]loo cutireobjetoe oe montrtron luego en f om& invertida 
con g l i c e r l a  (Mallinkrodt) lobre portaobjetoo de vidr io l i m p i o ~ ,  d u r n -  ! I I 
1 
graoedor y rotuledao, rrallhdors 10s border. - - - 
- - 
Previn@nte a l a  obrarvaci6n de 10s preperado. se procd ib  P cubrir-  
16s rdtulou de loe portwbjetoo numerbdoeeloo a 1  a t a r ,  
tuar l a  lec tura  de too' miomao a ciegae y minimiear e l  err0 
por e l  oprrrdor. 
- - 
toe  prrparadce ae obervaron par d c r o a c o p k  de contraate de f m e  '-.- 
en un sm~crorc~pSo Zaioo, Modelo 47-3012-9902 (C. Zeiar , Wee t 6ehnsny) , 
a un aumrrcto dr  406 X. 
Se real i%uolr  entre  4 y 5 eruayoa exper len ta lee  
todoo l o r  cloner de T. cturF ertudiador y an cadr uno de e l l o s  ee efec- 
tuaron prrparador par triplicrdo o cuadtuplicado correogondientea a cads 
clan. EII caaa*uno de4 e r t o s  prepuac~oo Be tiatexmid e l  n b e r a  de p a r h i -  'r Iq 
L - 
t o r  ihtrrcelularrr/100 c d l u l u  BRIM. Los resultadoo ohteddoo ee  expre- 
ran coa~o fndi'cer de penetracisn, l o r  curlen ae obtienen por l a  normili- : 
rcacSn' de ' la  madfa Be1 admero 'de p a r h i t o e  i ;ntracelubras por c6lula ae- 
gdn e l  'modelo: IndSce de pmetreci6n (.UP) eo igual a E/C, oi'endo E,la 
madi'a del  ' n h r r o  de prra8i'kas fntracelulares. por cslula  conaiderada itr- 
dependiatrtoaioatr para cade uno de los  clones de T. c r u t i  estudiadoa, 
C,la medga do1 ndraero de p a r b e o r  intracelulareo por cLlula para e l  clon 
P(ird./76 deI ccrreapondiknte maaye u p e r l & t a l ,  ya que dicho clon fue 
u t i l iaads  coma un esttandrrd interno en todar lao se r i e s  de enaryor reali- 
0 sea: 
C (control) , . 
Siendo : E , l a  media de l  Ne de par&itos int racelularea jcSlula (z) consi- 
-
d e ~ a d a  independientemente para cada una de l o r  clone8 de x, 
cruzi  e r  tudisdoe , en , un experimento dado. 
-
y C ,la mrdia desl N9 de par l r i toa  intracelulareo/cblula (9) d e l  
clon Hiranda/76 en e l  correepondiente experimento . 
Lor datoo obtenjldos fueron urilieadon para alimentar una colaputado- 
ra Telitronix, modelo 4051 CTektronix Inc., Beaverton, Oregon), eape- 
cirlmente program8da parr  ca lcu l r r  l a  media de l  n6inet.o de par jbi tos  in- 
t race lu la te r  IcSlula, I r  douvf acGn 'cr tandard y e l  e r ro r  er tsndrrrd , Lor 
resultador expeXnentalrs 06 tenidoe s e  analisaron eetadf e t icaumte  ma- 
diante  e l  tast "t" de Student (210), determ$n&idooe loe  niireles de ri$ni- 
f icacf 8n. t au  df f erencias e n t r r  'datos olirervador para niveler  de conf ian- 
2.7 ' Capacidad .do pmrf rbci8q da ttipouuetipotea. de l  c lop  CA-1/71 de 
T. cruei: 6atudSh dql efecto de monoeac$tidor @re 1. infectividad 
Se expuaieron c8lul.u BEM a tripomastigoten derivados de cul t ivo 
de te j idoe de l a  cep& Emaatinr y del  clon cA-1/73 de T. cruzi en pre- 
oencia de monoare3tidor, con' el  objeto de de te rmine~ e l  efecto de l s t o e  
eobre l a  caprcidad in fec tmta '  de loo par ie i tos .  
Se ut i l i ca ron  10s monosac8ridoa a-D(+> glucor.a, p(+)- galactoea, 
a-b(+) fucosa, D(+) manooa, D(,-) arabi'trosa, D(C> xi losa,  D(.-) riboea, 
N-ace t il-D-glucssmSna y N-acetil-D-galac toeadna.  Todos 10s moaoeacSridos 
. . 
- .  
I 
uti l isados r e  rdquirieron en Sigma Chmnical Co., dendo 





2.7.1 'PrepagacUrn de loo- e @ t & . s  celylarer 
Lo8 culirwbjetor con los cdlulae BESM adherideo (ver 2.6 
v u o n  con u d i o  M f n h  Eomcial d e  Eagle (W) (216), auplementado 'ko 
I 
un 1% (EJIV) de reroelbCrmina bovina, ~ r a c c i s n  V (BSA, Sigma Chem.Co., Cat 
NgA 4503), durante 30 minutoo a 37'C en l a r  wnd3cioneo de cul 
tuales, r fh de rliminar e l  ruero fetal. bovino. E l  lavado me efec'tub , 
colocando a l o r  u u ~ e o b j e t o o  en placaa de P e t r i  recar de 35 
t ro ,  previb secodo dal  uterdante de modio, 10s que fuaron cuhdertos ' con 
2 m l  de medh.'MEM con 1% de BSA. 
' k' C r  Se u t i l i zamn tr5pmaetigotee de l a  cepa Ernertina y del  clon CA-1/71 
producta do1 p r h o r  ciclo intracelular  de l o r  par6ieitoe. E l  ~ i c l o  in t r r -  
c d u l a r  du l a  cepe Ernar tha  r a  de apraximadanrante 3 d$m. E l  m d i b  de ; 
c u l t s  we. ronovb dihriunmte. ' E l  solirenadurte. de oultjCvo del clon 
CA-xi71 fua c*ltrif,up.do inisialmente h 300 p durmte  10 minutom, con e l  
oljjeto d r  rl iminrr res.tor celulareo.,' y e l  mbrenadante r e  centrifugd nue- 
vamrntr a 1500 g durante. 10 minutos a 4'C. E l  pe l l e t  foxmado por loo pa- 
r h i t o a  oe rarurprtsdi8 ea MEM con 1% de BSA, rrcentr$fug~ndose a 1500 /g 
durmte  e l  udrm6 lapro, con e l  o l i j eb  dc eliminar loo reetos de ruero. 
pendi.8 perfecttmente en 24 nil del  medio de cultivo antes mencionado, frac- 
clonbdooe an 10 tufiar p l h t i a o r  cbnicos con tapa a roeca a tasdn de 2 m l  
de swpenuf8n an coda uno de elloe.  Se extrajo una muestra de l a  suspenei6n 
I I 31 
paras i ta r ia  que fu0 dilusda en solucidn Coulter Tmtdn I1 y se de te rmid  ' i 7 
bid antetiormmte (ver 2.6.2). La u e e t r a  ae  a n a l i d '  por tr%plicado, pro- - 1 
- I - r - I  
medibdoee loe rerul t rdos  obtenidoo. . - -  fl . 
Lor 10 tubos conteniendo l o  suapenoi5n pa t a r i t a r i a ,  oe cenrrifugaron ! 
1 
nuevamelrte a 1560 g durante '10 winutoo a 4'C y 10s p e l l r t o  obtezddos se 
- 
recuspendiaron independientententa en lo. siguientee medios: MEM con et 
agregado de 1% de BSA y MEM con 1% de BSA y 20 mM de cada uno de 19s , 
nueve laonosaclridos anterionnente mencionadoe, an forma indepeudiente, - ';, 
(ver 2.71 , 
E l  aobrbnadante de cult ivo da l a  cepe Erneatiha c o n t e n i d o  10s tri- 
I 
pomaotigotes, s e  someti6 eiraulthermente a la misma eecuencia de lavados 
-I . 
con media MEM can 1% de BSA, detal lada para lo. p a r t i t o e  d e l  clon 
a -74 . 
- h 
con l a  excepcf6n de que- finalmente l a  euspensi6n paraa i ta r ia  r e  2raccio* 
nb equitotirt&mante en do. tuba  ebnicoa de 10 m l  con tapa a rosca, deter- 
minSndose tainbiln l a  concentrrci6n de tripoaaastigoteo mediante l a  extrac- - 
47 b 
cidn da una muwtta (reg 2.6.2). )obos tuboe tie cmtr i fugarqn luego d ; 
,- 
1500 g durantcr 10 mitrutoa a 4'C y loo p e l l e t s  obtenidos r e  resuspendie- 
. , 
- 
ran reepectivdmc~nte aa medio MEM con 1% de BSA y en e l  mismo medio con 
e1 agregdo  de 20 &I de ~-acetil-~-~l;coai~mi'na. La cepa Erneatina de 
T. cruzi stii u t i l i e b  como control  en' todos 10s enesyos experimentales reaw 
. 
'i a- 
l%zedos. Fiaalmmte , todur lac ouspensibnes de tr$po3nautigo tee, tanto - 
de l a  cepa E m ~ ~ t i n a  corm del  clon CA-1/71, ee diluyeron a una concentra-' 
A continuacS6n se re t i ra ron  loo cultivoe de ~ $ 1 ~ 1 8 ~  BESM de laa 
tivo y ee colocaron en placoe de Petrf secas y eatgriles,  exponi6ndose 
ixtmediatemente rs la8 a~rp~miSonea de parssitor durante 2 horas a 37'C 4 
r +  
ron ~o t i rc  po~taobjetoe (ver 2 .6~3 ) .  
cltridor es tudiador , excep to para e l  monoeacsrido N-ace til-P-glucosamina, 
para e l  eual ee efectuaron 6 experhentoe iridepmdientee. 
Los recultadad oe apteearon conto fndices de penetracibn (.IF)',; -co 
l a  ralvedad de que en eota cam E,er l a  media del n k r o  de p/ rhi toa  
ihtrrcelularclr 'por c6lula en -un cultivo tratado con uno de loo nronoaa- 
l a  en e l  cu l t im control wrrerpondiente ns tratado, o sea incubaddl en 
preoencio de msdio MgM con 1% de BSA. 
0 eea: 
IP (%dice de penetraci6a) - E/C 
dendo E,la jf' en un culttiwo tratado con un monoaacbrido, 
Y C, l a  f m e l  corrapandbnte control. 
fiau drtos. obtmidoa se anrlitaron eatadfsticamente. mediate el t e s t  
"t" de. 'S.tudent (2101, conaider8ndoe.e eetadPs.ti'camente aignif Scativea lae 
diferenciau 'para nfveleo de. cenfianra auperioree. o igudee a1 95%. 
Se wtudi8 e l  efecto dr una concentracsn 20 ~ J M  de N-aceti1-I)-gluco- 
u.emine ei66ra l a  Cnfrctivuad de varioe clonee de T. cruzi segfn l a  meto- 
dologfa que se de t8 l l a  8 can t inw2bn .  
2.8.1 Pteg'ar~%$rr 'de ' lor. cu1ti;vdo. ce lu la re r  
Los, cult ivoe de c6lulau BE@! e e  r e a l i z a r b  de acuerdo a l a  metodo- . 
logfa descr ipta  para el estudio de la capacidad de penetracibn da loe - 
tripomastigotee d e l  e l m  C A - T / ~ ~  I detallada enteriormente (ver 2.7.1) 
cqn la excepc ih  de que e e  incubarm en solucidn s a l i n a  balanceads . - . .  
de Hanks ( ~ a b i a  5) can 1% de BSA durante 30 minutoe, prevfmnente a ey , - - 
I " 
. . 
- .- UBO. 
2.8.2. Preparacidn de 108 p a r h i t o e  
Se u t i l i z a ron  tripomastigotee.derivadoa de cult%vo de tejsdoe de 
10s aiguientee,,  . clonee , de T. ctuzi: &1/59, 169, /70 y Mirsrida/80 
183 y 188 y tripomastigotee de la cepa Y dc T. ctuzf. . 
La duracidn de loa c ic los  in t race lu la res  de cada uno be eetor  clo- 
nes ee d ie t in ta .  E l  clon CA-1/59 preeenta un c i c lo  inttacelu$ar en 
cul t ivo de cdlulae de vertebrado deaproximadamente'4,5 d i m ,  el  clan , 7:--= C. . 9 
- I  
CA-1/69 de aproximadmanta 5 dl-, e l  clon CA-1/70 de a p r a r t i m a d m t e  , I  
6 dfae,  e l  clan Miranda/80 de 9 dfae (44), el clon ~ f r a n d a / 8 3  de q r o -  
ximadermente 7 dSas y e l  clon Mirmda/88 de aprcrxhadamente 10 dfae 
(Engel, Doyle y Dyorak , comunicacih peremal)  . 
Por l o  tento ,  l o  cul t ivos  de.  10s c l a r e i  d&.T. 'chir f  e e  ingciaron i 
a d i s t i n to s  ticrmpos, a f i n  de recolectar  adlo 10s triponrast3gotes pro- 
ducto de1 primer c i c lo  in t race lu la r  de lo. p a r t i t o e  p a r a  cad. ansayo 
experimental. . . 
En todoe loe experimentoe re  u t i l i z d  la  cepa Y d i  T. 'etirii camo 
TABLA 5. W O S I C I O N  QUIMICA DE LA SOLUCI(H SALINA B W E A D A  DE 








H20 dee tilrda 
. . .  '  . 
8 
Solucidn C 





volGmenee de H20 deatilada 
- Agregar 2,5 m l  de solucidn D cada 100 m l  de HBSS 
E l  eobrenadante de cada uno de 10s ctiltivos conteniendo la tr ipo- 
mastigotee ee recolectb independientemante en tubos de centrffuga cb- 
nicos de 10 m l  de capacidad, centr i fughdose i n i e i a h n t e  a 300 g du- - 
'1 
r a t e  10 minutoe. E l  eobrenadante me centrifugd nuevamente a 1500 8.-' 
durante 10 minutoe a 4.C y el  pelPet ae  resuspendid en 10 m l  de Solu- 
cidn Salina Balanceada de H a n k s  (HBSS) ( tab la  5) (211). c m  e l  anrwns- 
do de 1% (w/v) de BSA, r ea l i ehdoee  poeteriormente un eegundo Lavado 
con l a  misma solucibn. A continuacith, ee  extrajo  una muestra de la 
suepenei6n paras i ta r ia  perfectemente hamogeneizada, efectuSndose el 
I. 
recuento de loe pardeitoe en c h r a  de Neubawer, por.  t r i  
cada uno de 10s clones estudiadohl. Loe resultadoe obteni 
diaron . 
--a 
SP nracadiih 111eua r fraccienar lee 10 m l  de auaaenaidn baraeita- 
ria'hamogeneizada en 2 tub- chiccm de centrffuga de 10 ml de caps- 
. I 
cidad, a rag611 de 5 ml d= rwpeg.ibn en cada uno de e l l o s ,  lo8 que 
I A 
-L 
e e  centrifugaron fiaalmente a 1500 g durante 10 min a 40%. L M  
pelzeta reault&tes eb reelupendieron reepe~tiv~amegte fn  P S  c m  el 
1 'C 
agregado de 1% de BSA y en e l  rniamo medio & ~1 agr=iado de 20 mBS 
de bl-acetil-D-glucoeamina, adecu6ndoee el  volumen f i n a l  con e l  ob j e t o  
6 & obtener una concenttacidn f i n a l  de 2 x 10 par&itoe/ml para cada 
uno de loe clones. y i a  cepa Y de T .' cruzi. 
2.8.3 Infeccidn de l a s ~ c 6 l u l a a  de vertebrado 
i o s  cultivoe de cdlulas BESn 'eobre cubreobjetoe ee  re t i ra ron  dc 
I 
l a  solucidn HBSS con 1% de BSA, eecSndoae'las a r i s t a s  sobre papel de 
f i l t r o .  A continuacidn se colocaron en placas d e , P e t r i  secas de 35 mm 
de di( lutro ,  y se expueieron inmediat-nte a allcuotaa de 2 m l  de lae  4 
- 
suspeneionee paraei tar ias ,  incubhdoee a pos te r ior i  por un lapso de 
2 horae en lae  condicionaa habitual- de t q e r a t u r a  humedad, Trans- I 
14 
currido ese lapso ee lavartm, f i j a r m  y mantaron eobre portaobjetod 
eegGn ee de ta l la ra  anteriormente (ver 2.6.3) . 
Se realizaron en t re  2 g 3 bxperintentorr independientecr para todm 
10s clones u tud iados  y l a  ceda Y de T. cruzi. 
Loe preparados ee  obrervaron bajo microecopSa de contraete de fa- 
- 
ae (ver 2.6.3) , determinlndose l a  media a r i t d t i c a  d&l n k r o  der.parS- I 
Y 
e i toe  intracelularee por cblula,  para 100 cdlulas e n c a d a  uno db 10s 
t r ipl icados realizadoe en cada enadyo experimental, - ;?4* j 
Loe resultados ee  expresaron ndev-te como Indices de penetra- L; 
cidn segGn e l  modelo E/C, eiendo E, l a  media d e l  nGmero de p a r h i t o e  
intracelularqs  @or cdlula obtenida incubando a 1  e i e  tema cglulas hubs- 
ped-parbitos en p ruenc i .  de Il-acetil-glucoeamin , p C ,  l a  media iLi a 
d e l  n h e r o  de p a r h i t o e  intracelularee por cdlula obtenjda 
respectivo cul t ivo control. Por ejemplo, 
IP (Sndice de pene t r ac ih )  - E/C= 
X(CA-I/~~) (con HBSS) 
Loe reeultadoe obtenidos rre analizaron estadfeticamente mediante 
e l  t e s t  "t" de Student (ver 2.6,3). 
de c&lulos 'de vertoljrado por 'T. crutf,  
- 
En eeta o-erie de exparhe8toe, ae estudid e l  efecto de .  t ree  .n)$yjer- 
+ p a  laatroclonalre, designador rerpectivamente con la8 nomenclaturu 8 i 
.a" 
- : D. Y rn5, robre l a  capacidad' infectante del  e e t d h  t r i p a u t i g e t a  




2.9.1. Origen dc Ids ant;icuet@eo aaonoclonelerr 
nc 
B B ; ; _ y  
La cepa d. T. c rud  uti,lisada para. 1. obttancibn de loa y&s~a; n z :=& && 
monoclonaler fue l a  cepa Tulahuen (212), l a  cud aa mantiene p r  pamajgp 
aemanalee . Pata .la olitrncidn de l o r  anticwrpos moaoclonales, ;a u t i l i d  
l a  fraccgdn ou6celular' (flagelor) (161) do1 eotadlo epiouetigoto (21 , 
Los parhitom fie culrivaron en medio b i f h i c o  completo (214) sin agitat  
cisn, y r e  carectiaron en l a  fame de crecimirwto 1ogarStmico. 
;a 
Para l a  imtmiraci6n e r  util izaron ratonee machoa BALB/C de c h ~ m -  
ta  dfm de a d d ,  que' fueron inyoctdor intraperitouealmentc con @Q 
' 
.- 
de fraeei6o f l q e l a t  l i o f i l i s d o  con 1,2S x log unidadoa de Bordetolla 
p t t u s i o  como adjuvaate (213). E l  erquema dr inmunitaci6n conairti6 en 
3 dasis intrrperitonealem 'totalee, eiectuadao cada 7 dsas. La 6ltima 
i'noculacibn (booster) ad ef octub tonrbian intraperitonealmente y trrrr 
dfrs  m&e tarde lo r  animalrr fueron racrificadoe por dislocaci6n cervical 
3 aimrgidoo tamediat&oaatr en. una eolucitin deoinfectante. Poateriome+te, 
se hsto una ;incioi6n an a1 abdomen y ee extrajo el bazo, que ee colocd en 
una caja de Petr i  con 10 dl de mdio Eagle modfficado por Dulbeeco 
(Gibco). (10,05 mglml)., bfcarbonato da. aodio (2 mgld),  glut-a (0,292 
rng/ml) , emtrepthf cfna (0.1 mglml] , penicilina (.I00 ~ l d )  y anf otericina 
B (9,00.2 mglml).  
E l  baeo ae colocd est6rilmente en una g r i l l a  metklica y s e  diagreg6 
- -4 
- 
con e l  6mbolo de una jeringa p l h t i c a ,  .recogi$ndo~e e l  material en m a  . =d 1 
cajo de Petri  de 35 am -de d i h a t r o  cdnteniendo 1 m l  de medgo. Za gr f i l a  
- - 1  
- .  
ue l a d  con otroe 2 rl de nedio y lo8 3 m l  finale. de tauspenaibn ue. trans- 1 
firieron a un tub0 c6nico es td r i l  de poliprogileao,em 'el cual me colecta* + '1 
ron 10s tiowgenadoe de eatre 3-9 basor. La swpeneiSn r e  dej6 dscantar 
durante 2 minutor y troxucurrido eoe lapeo ee t ransfir ib e l  eobrunadanbe 
a otro tuba de f8ualao crracter!leticae. Se centrifug6 a 1000 rpm en una 
centrffuga Sowrl l  de meoa GU-4 durante 10 rninutoa y ue deacart6 el ao-: 
Wenadante. Par sate procedimimtb $e oljtuoo un rendimiento da 5yQ x_ 40 - 
- 2  . : * -  - 
c$ lu lu  por baso. %a# c6 lu lu  l o  teeuapadieron en 5 m l  de ~ 1 ~ . % , 1 7  'M a ' -. I 
I ' * _  
f r%,  agithdonrr Sfat., y e l  tubo se .runcrg'%6 en hie10 durante 10 minutoe; 
can e l  otijrto de producir l a  l h i o  de lor  gldbulou rojoe. Lusgo r e  sgre- 
garon 10 ml de m&io Eagle wplementado con 20% (.v/v) de euera fetal b;, 
vi'uo i n a 6 t i ~ d o  . 56.C durante 30 dnutor .  Se eentrifug6 a, 300 p duran- 
t e  10 minutes a 4.C p se dedcart6 e l  robrenodante. Lae c6lulas ee reerls- 
aan8i'eron an mrttio r in  ruerro y ar contaron en chars de Neubumr. So 
uti1Ssaran'lar c61ulu rquecidaa para l a  f w i h ,  congal%ndoee el rerto 
8 de l a  euopeno38n, en alfcuotam de 10 c&l.ulae,, en nirrbgeno lfquidoi 
Para l a  furlli8n oe ut i l i samn lau c6lul.m de rnielama x 63 Ag 8.653, 
quo. eo .una l lnea de plawarcStamaa de ratbn. Lm c6 lu lu  de m i e l o d h  I m 2  3 
roeliaron, 'centrifugaron y reowpedieron en medio d n  auero a unr con- 
8 
centrtaci8n dr I& cf lular  , Porctatfotawote or. m~eclaron mhae ewpenai0nee 
ccrlulcgreo . Lr 'ralrcih de cblul,u .eapl$nicu r cau lao  de rnseloma fue 
1 :1 . A contburcidn, 1.0 c8lulae ua centrifugabon a 4QQ g durante 10 a$- 
nutoe a 4.C. sra rasaovs el mkenadante y m agrqaron 0,7 m l  de. polie- 
ti lenglicol (.PEG) 4000 rl 50% (plv). Eats aperaciBn r e  realize con e l  
tulio sumergfdo an un baa0 de agua 4 37'C, agregsndoru e l  PEG lentamente 
durante 90 seguados. Se agregalcon luego 10 ml de medi 
1640) durante 2 m%nutaa y re centrifugs a 400 g durante 10 minutoe a teat- 
perstura amliiente. LMI cdlulae edimentadire oe reawpendioron en medio 
U T  (173), contaniendo 13,61 vgfml de hipoxantina, 3,78 pgiral dr timidi- 
na , 1,75 m/ml de urrinopterina y 20% (v/v) de ouero fe ta l  bovixla in 
tivado. L& eurgmri6n celular re dfutribuyb an multip 
llou, a vradn de 160 p l  (aproximadmente 90 c6lulos1 
cglulas. ee'mmtwieron o 37'C en uns a d e f e r a  de  aire y anhidr* car. 
lidnico al 5%. Cuaado se avLdrnci8 creciiniento ouffciente de 10s hfbridos, 
r .  
dEar. FSndmata, Lao cl lu l rc  re  ~ t u v i e r o n  en m a  mezcla sll50X (v/v 
I 
de medio -1121W640 con 20% de euero .fetal b o v h  inactivado y e2 m i a r ,  . 
mdfo pero coudfcionado. 
I ' I  .; 
E l  clondo da lu es iuiu  diluc 
(215) y lor  clonar n uplodiuon,  wngelindotte p o ~ t e r i o q n t e  en ni t r l -  I .  . 
Los m thuerpoe moaotlon&lrs ob.te*idos se erleccionaron por ihnuma- 
fluarecf.cenci'a snd i r rc ta '  @Zf) y por preoentar iznnunolirrie mediada por 
Para loo wayoo dr p a e t r a c ~ u  rre uafi$taron 4 anticuerpoa monoc!lo- 
naleo de l a  r r r i a  .obtcmida contra .la fracaisn f lrgelar d r  T. cru.%%, deno- 
mir.ador rauptactivmaata B3. C4, D4 y ME5. ~ o d &  l o a  anticuerpoa pruen- 
tan caracterltSc:cu de tho de ellos, e l  Dq, reconoce antfgenos de 
r ~ ~ u t i g ~ r a  y tripamamtigotea y p w u n t a  activi.d.h pmtactora en trans- 
ferencia paaivcli' a taronb'. El antiruerpo twsoclonal B3 reconoce a 10s 
eo tadlioo  moo tigo te y tripoplsotigote . E l  anticuarpo monoclonal 5, re- 
conoce a lor  eotsdSoo w t i g o t e  y tripamarrtigote de T. crut i ,  presenra 
actividad l$t$ca mdiada pol: complsmeato y actividad protectors en rato- 
m a  que eon poteriomente deuadiados. E l  anticuerpo monoclonar C4 no pre- 
odnta ictividad contra e l  T. c ~ s i  y fue ut i l i tado coppa control, a d e d  
del control efectuado con uoli'retudaute de mielma. 
Los hfbridoe oe expandieran poateriormrnte i n  vivo.j para l o  curl oe 
inocularon ratonad" BALII/c de 45 dSae con 0,s ml de Priotane C2,6,10,14 
tetrametil pentadac~no, Sigma) por v$a fntraperitoneal. Tr~necurridu, 2 
6 
~~ar He inocular6n 10 ~QUlaa  h!bridas/ratdn por vfa intrapeyitanarl; 
E l  flufdo amftico'de lor  twrer  formadoe oe comenzd a recogdr entre e l  
I 
Say el 9. dSa port-imcul.acibn. Se obtuv$eroa entre 7-10 ml de flufdo 
ao-cftfco tot&%hrt$n, extrrfdor durante ua lapoo de 6 dsae, conteaiend~ 
Los anti'cuerpor molrocloncllaa ut$lizadoa en &at& tralaejo fueron deea- 
. - 1 .  I. 
rrolladohl por Ada R, de Clmpurinf. y Jacqueline Bua. ;.-:& : -'. 
2.9,2 ~rrparrei3n dr cul.t&vds celularee 
preparador ' ragh 'Pa* mbto&log~a deadlado , - anteriorme?te , - , I t ,  (vet 2.6 11. 3 , ,,. . 1 '  - I 1 I . --;- -dm 3- I - 
4 1 -  f .  ,. 1 
2.9.3 Pfcspuaoisn. de. 'lea jorbStoo 
En esta ear*, de axperleatoo 'ee utilfzaron t r i p ~ s t i g o t e a  deriva- 
I 
aos de cultivo de trj fdor d.1 clon cA-'Illl y he l a  cepa Y de T. cruri. . 
Loo cultiboo a,&. ,5nfciProtr ' t d d l n  a dietintoo. ti'aqqms a fih de recolectar 
oimultdneamente lor. par$rftoo product0 del primer ci'clo intracelular pa- 
r a  crrda expermento. Se . real- 
t e  10 minutor a 4'C y e l  robrenadmte re recentrifugb a 1500 g durante / -- i+ - 
- -&I 
. P -- 
10 minutofi a 4'C. E l  pellet  16 reeuependib en medio WMI-1640 con 5% de -,-:k%gfl . - 
suer0 f e t a l  bdviira inactiv.do, determin8ndor e 1 a concentraci6n 
sitoar do una mueotra mediate mcuento en c h a r a  de Heubawer. La SWP 
ei:pon p a r u i t u i a  #a 11.d a.m. ccmcentracGn de 5 x lo5 tr 
tee/ml y re fracefotd en 5 tubor cbnicor eon tap. a roeca. a oudn de& 
1 dl de ewpanoign por ttilia, 
En fo rm  parals(lr a l r  prwaraci6n de lo r  par$eitoa,ae d e o v q  
r l f cuo tu  de '8,lO u l  'de loo flu$doo aocSti~oo crrnteniando loe 
1 a mticuerpoa monocloaal,~, uf axno tmbi ln  de1 medio robrenadrnte de loe . ; 5 -  1 
I 
cultiboo de afolema. Se e f r c w o z l  dilucionee 1/10 de loo flufdor mcf- 
ti'corr y de1 oobrtenadeste'dr mb508hli en medio RPMI-1640 con 5% de ruero 
f etol  tiov$no . iWtivado.  A c ~ t i n u r c i 6 n ,  ee ape86 independieat~lssnte 
:. ,.: 
1 m l  dr. "cads' un]ia 'dr. .loo ..dilacionea de ' lea  f luldota erc$ticor conteniende 
loti orit$cueqor monoelonrlee a cada uno de lo r  ttibor conteniendo l a  eue- 
pea ran  Be ' p r ~ b i  toe, de ' modo trl . que l a  coneen traci6n f Znal ob tenida 
Loa cultivoo de cl lu lar  BBSM r,e colocaron en placari de Petrf de. 
35 mn y a*. cukSrron .inmrdSatr r .indapendiontemente con 2 ml de cula ma 
de lm"  owpenr.ikner. paramitaripr. conteniendo 10s: 4 anticuerpoa monoclo- 
MLea y r l  .o6ranadmte. &a. clLu3.u de minlou. ,  . . L* iheulilcibn ae efectub 
t e  un l rpm dr, dor horas y Loe cuBu'eobjero# re. lavaron, f a a r o n  
y montrron uohe partrobjetos (yer 2.6.3). 
--=Wd-- - 
Se re.licaroa 3 experim 
tuaron pot tr ipl icdo.  Se deteminb l a  media del nbero de par~aitoa in- 
tracelularra por cLlula ai) mediante la obrervacibn de 100 e € l u l u  en 
. - I - .  
cads prepatado [vrr 2.6.3) .  r .  . I ,  -- I - . -  
nidoe por l a  normelicaci8n de $aa medim del n b r o  de p 
celutarerr. por cglula @) obtenidas en prerencia de cadr 
L_ - 
K- 
cuerpoa ~ ~ o c l o n a l r u  , con rerpecto a l a  media obtenida en prurmcb del kq ,. 
C A P I T U L O .  
R E S U L T A D O S  Y ' D I S C U S I O N  
E l  eetadh reproductive de T. cruzi en e l  hu6sped madfero s e  dera- 
r ro l l a  intracelulamante. Eoto implica que e l  p a r h i t o  debe praeentar l a  
iapacidad de penetrar activ-qg . -P-.-- m l a  d l u l a  huloped no f a g o c ~ t i &  pa- 
,. q . .  . I - . . 5 .  
.. - 
ra  poder completar ru ciclo evoiutiro (40) .  - 7 '  - 1  
E l  obje t iw  de eate ertudio fue determinar e i  exirten diferrnci 
I 
en la capacidades de penetracfin en l a  J h l a  hu$.ped, y por ende en i 
capacidadec infectantee, de rubpoblacionee de T. cruzi provenienter de mr 
miem a i r l d a n t o  y de distiirtor aielmientos. del  pa rb i to .  La determino- 
L a  - 
cidn de l a  exiitencCa de diferencfac en l a  infectividad de o u b p o b l a c ~ e  .=3: - 
?roveni'entu de una mi- up., que eonf itmarfa l a  ex io t ac i a  'de heterog 
neidad dentro de un a f r l d n t o  de T. eruci con reapecto a este  pcurhet  
bioldgico (a), &lo er  po.ihle e i  r e  utilisan poblacionee g e d t i u u n t e  
celularso de. OZ~IUL~~DOOR: .  
En e r te  t r d r j o  ea preoentan loo rerrultador del ur f i io i r  curntitati-  
.;*- C +' 1.3 -*, -
vo -- i n  v%tro de l a  c a p a c u d  infrMaate de cuatro c lonu  de 
- 7 . .  I 
7 1 
1 - - _  
cruei -provenfentar de doe, orfgenea dfs titrtoe , lor  cloner CA-1/71, CA-I 172 '- 
-' * 7 a- 
y 10s cloner M%randa/76, MirandalBQ. . 
3.1.1 Adlids cuurtitrt ivo do l a  capreidad i a fcc tmte  de clones de T. A 
2 
Los tripoaaatigoter de l ea  cuatro clonee de T. pruci estudiadoo prih- '4 3~ 
- L 
rentaron l a  capacidad dc i n f e c t n  cau lao  de &aculo ,erquel(itico y pis , 
. CI :- . +: I  1 
de feto bovgno ' iii vi t ro  . . Cooo derpuhP de l a  fnvaaiiSp de lae c6lulaa de - 
vertebrado, e l  tripomretSgote r e  reorgaaica a ~naa t igo te  y permanece m o r ~ , . ~  
foldgicamente quieecente durante e l  perfodo lag, todoe lo r  pa rh i t o s  I 
-5, 
intracelularer encontrador doe harm y aaedia deepu8r de l a  expoa$ci&a d e  1 
7 lao cglulrro da vertebrado a 14 poblacan parasitaria ron e l  reaultado de - -r 
4 
1 
La diotribuoidn de lo r  parh-f'too en 'la polilaci6n do ealulaa. de verte- 
-is 1 
brado r e  via adecuadam.nte defi'nida pot una d$striljuciSn 'tiinodd. negati- I 
va. t n  l a  TaUr 6 r e  detallaa 10s resultadoo olitmidor a pa r t i r  d e l  re- i 
cuento d e l  n(1msto de partaitor ,fntracelularee por c61ulat detemdnrrdo en 
100, cblulur. de vertebrado otirarvadaa en tta 'preparado corre 
clon y otro correiapondiente al clon Mikanda/;BO respect 
eon el objeto de ejempltfTcar cdmo se o6tuvhron l o r  datoe exprr$mmtrlee 
utiliaados. para calcular 1- me4ii.s~ ar iWtSccu del  .nbmero de $ p a r h i t o r  ' 
_ ' I  
ihtracelularee por cSlulr. 
En 1 s ~  ta1j;lm: 7 y 8 er detallrw low remultador de lae 
t S c u  de l o r  p a r h i t o r  f n t r a c e l u l u r  . oFt e~~&liao en cihco eucperhrntom+-* 
. '  
1C 
independihnteo realSxrdoa- para l o r  clonrr WL8ndal7b y Miranda/I)Q, r e rpe .  . 
t%yamante, y en lam batilaa P y 10 loe reault.doe ottenidor- en cuatro m e - -  . - 
.,, -7,- 1 
... -7 - Q'*; - ', Y 
d i c h u ,  t i l i laa u de t a l lm  lor va lo ru  dr  ~lr u d i u  ar$tmStfeu del  o6wI +c! -4 - 
. - 
ro de p a r h i t o r  ZhtrauluX~res  par cSlula (g l )  ~Btenidos en cdda uno de - 
loo pregarado~ rrrlLizadoo en lo r  experi$rmtos. iiidependicurtee, atas como 
t-an lae media. de l o c  w h o a  ( j f )  r larr dewfac%oncr;. estandard (DS) y 
10s errorea artandard CBO. 
E l  rango do var%acS$n de .  iu: corre~pon4i.ntas al clon Mir&dal7b 
fue de, Q,8 a 1,37 par&aitor. ia t tacalularas por ctlula,  ' d e t a ~ o  en 
1Qtl c8lul.o paza cada praparado, 11 ramgo de vkri'aciBn interexperhenta1 
TABLA 6. NUHEIUI DE PARASIT06 INTBACELIURES POR CELULA D E T E R M X W  EN 
rn PREPARADO DEL CLON ~ 1 ~ 1 1 7 1  Y EN o m  DBX CLON M&A/~o. 
ffia~ 'de par$ciitoo 
intraceltularer /cbiula: 
TOTAL 306 p ~ t i t o ~ ~ i ~ a  8 par~itos/lOo 
cbltilu. c'elulsr 
Medi. ar i tn*ba da1 don CA-L(ZL a[i) = 3,86 
Error Esteadard d d  clolr CA-1f7l: (9s) - 0,378 
Media ar$h@tica d.1 clorr l(kandd86 Qi) m 0.98 
Error Eetmdrrd de5 clon ~f.randai80 a$) = 0,0627 
TABLA 7, MEDW &ITMETIC@ DEL BUMEBb DB PARASITOS I ~ C E L ~ S  DEL 
CtX)N MXRAM]A/76 OBTBKfDAS EN 5 EXPgIZLMEMTOS INDEPENDIENTES. 
I Ik . '  
- 
Clan Experiments Mode preparada Xi !t 
f : Medi. da. li ofitanfdo. en c d a  exparfunto ind.pendi.nU. 
DS : DeevhcSlh sotdr rd .  
ES : Error eatantlard, 
TABLA 8. MEDIAS A R I ~ T X C A S  DgL HWERO DE PAB#SITOB ~ C E L , ~  Dl& i 
Leyendaa: Ver Tabla 7 ,  
Layadas: vrr tabla 7 ,  
TABLA 10. MEDIAS ARITMETICAS DEt MIMEW DE. P W I T O S  ZWTBACELULARES DEX, 
CrX)N CA-1/72 OBTENIDAS EN 4 EXPERMENTOG. INDEPEM)IEN'J!ES. 
CA-I /72 1 1.1 
Leyendm: ver tabla 7. 
E l  rango d r  variacibn de lu ii correqmndionter al clon Mranda180 
fue de 0,03 a 0.12 parhitos i n t r a c ~ l u l u e r  por c6lul.a y el de la8 f fue 
El ruyo de variacibn de la* 5 oeei16 entre 2.15 y 7.09 parlr#or 
intracelularer pot c61ul.a para el clon Cb-ID1 y e l  rango de v u b c f f i  
iaterexperrphental fue do 2.48 r: 6y!81 parSsftos i'ntrrcelularro por c6lula 
. i 
* - .;I$- (.tabla ¶). C I .  -T: 
Para e l  clon U-I172, log valoru de 4 obt 
comprdidoo antre 0.32 y 1.08 y loo valorea h t e r e r p e r l e n u l u  de en- - 
tre. 0,37 p Q.83 parbi'toa htrrcelularrr  'pot cSlulr (kaliaa 10). 
En l a  tabla 11 re  detallm lu d T o r  drl  nGmaro & par*itor intra- 
celulares por cglula obtanidam mr(L ,emla' d r  lor  clonw de ,'I.. crust5 
estudiadoo , con our correpoudhnt.r etrorrr. emtandard, a d  cmo tmW%n 
loo fndicro de pqetrrci%a (.=) rrrpoctiiroa oWani&a para cad* experi- 
u n t o  ixuiepeudf&e y ol *IdSu  %ded.. ptanetracan r+.ltSbo total  @) obte- 
nido para cad* ruu, dr ' lor  cfonu de To cruaf con rupecto~ al clon 
da176.a cup0 W i c e  Fe penrrracilh sa migab ar6.i'tr.f'ia~mte~ e l  valor 
de 1 (yer 2.6.3.). 
1 
Lor drtor oht.ai;doa p e d t m  demostrat"la acirteacir da dfferencf.e 
nota6Xu. eatable8 y r e p r o d u e ~ u  enl ia  c8prcfd.d ihfectante do lo6 clo- I 
as o h ~ m a r o n  tmto  entro elonrr provenbntar do diktfntor a i ~ f l d e n t o e  
coabo provenientu da un mfi;lso ai'slrasilmt~~ Por ejemplo, a wal concerltrs. 
c a n  de f o r r u  in fec tmtu  pr.uacer en,.oI, CPbcu~o, re put0 determhar que I 
cad. 1Oa par-or d.1 d o n  Mr.06a176 intarib&ik.doe a l a  cSlula hubped 
re euco~traron %ntracellrrlrmmstr &Lo ' 6 pat-tor del clon ~rmadal80. Un 
I 
he& aU'1rr u ob.r~va para lor. clanow' CA-2171 y CA-rl72 (.tabla 11). 
CLONES DB T, CRUZX EM CeLUtAS DE. WIFERO. 
. . . .  . . .  , 
7- ,i 1 - - - -  ' 
Layradut - - .  l t : .  .:: ., 1 ,  :- , . - - I 
. f t Modt. do. l o r  !$ ebteti%doa. an cad. tmperl.nto 
PI ~ o d k  a .  lor f I I 
ZP: Rdiccr do pmotraci8n 
st b d i r  dr lor Ifrdfcrc dc pertraci8n (IF) 06Seni'doe .a cada 
uno de l or  axpariWstow indrpad~mtes  
Aeimismo, cowiderPado lo r  &dice. de pouetracian de lo r  y a t r o  clo- 
neo pudo damrtraroe l a  oxbtencia de marcadu diferenciar en l a  infecti- 
. .  vidad M *  de clonar provmienter de diatintoo airlamientoo. Lor t r tpmmtigo- 
.- - 
I - I 1  
B. tiel clon @Ill1 fuaron rprorimd.uata 70 vecer .t ~in&&tu que 
lon del' clon Hiraadr/8O . Lor clonar Mrm&/76 y CI-f 172 presentaron caps- 
cidader infectmtao i n t enwd iu  entra &r valorer extrenwr (Zfgura 5). 
La media da1 a d v r o  de p r r t f t o r  intracelularu/cSlula (z + ES) va- 
r$o entre 4.39 2 0,91 para l o r  t r i pam~t%go te r  de1 d o n  C4-~/71 y 0,066 
+ a,Ol para lo r  p a r h i t o r  do1 cion M&m&/# (tr61a 111. 
- 
Durante e l  curm de a#e rstudio, r e  oben16 tm-n que aproxiauda- 
mente. e l  9348% de 10s trQoaaatSgo~er prwanimates de cultijtor de cblu- 
lao BESM de lor. curtro ulonea dr T, &r\llr&' pkmrsntaron l a  aaorfologh caras 
tecfa t icr  de1 t r i m  t ibota ancfio (Sttoad) . 
En 108 .rpqiima.tor rwli.do1 con 01 clon CA-u71, ae obervaron 
gran canturd  dc pu#r$toa adfhridoa eatturnmonte a lu memlk.au de l m  
cblula~ Bm, cuya morfologfr aL microrrropib de contrmte de f u e  correa- 
pondis a1 ar;t&$o ~ . t C g 0 t e - d 8 1  prrbi3% 1C1 n t h =  de parhi tor ,  wth6lri- 
doe externawnto a ' l a  cslula bbped'  onciTb rntro l o r  1 6 3 2  parb$too 
I 
ertracelularorlc8lula. Par  e l  clon CA-Tl72, e l  nt'ls#ro de parbitma pre- 
antsndo l a  mrfolog$a de rar r+i~teo ' ; l ldhrWor u temrPunt r  a l a  IP.abta- 
M de. l a  cdlulr liubnpad vbr4.S ontre 1-3 par$a%tor aactracelular.s/c~lula, 
adeatrro qua a l o r  donu .  M%ran&r/76 y 180, l o r  e s cuo r  parhito. adbe- 
xgdoa preeentaran l a  morfalogf. ca r rc teda t i ca  del  tripomcutigote. 
E l  dmarrollo be. d t adou  cuant%tatifror. para fnvoatf8ar l a  hfecci6n 
Figura 5. Histogrsma que muestra las capacidades infectantee de tripomasti- 
gotes de 10s clones CA-1/71, I72 y Mirandal76, I80 de T. cruz i  en 
cbluleo BESM, l a s  que oe expresan obmo Indices de Penetraczn (ver 
2.1.3) para 10s clones CA-I (rayas v e r t i c d e s )  y 10s clones Miran- 
da (ruyas oblicuas). (ES = 0,01 - 0,12; siendo ES e l  e r ro r  estan- 
dard del  Indice de Penetraci6n Medio). , 
e l  ee tudh do eat. i n t e t r c c i h  f d r a ~ e n t a l  para l a  mupmwivencir del  pa- 
r h i t o  (39 , 4 2 ) .  La obmemaci8n de que todoe loo prr l r i toe  intracelula- 
tea encontradom poceo h o r u  dupuse de l a  exporScr8n de lea c8lulam de 
vertebrado a l a  poblacih paradteuia  nm hicamante a1 re*ultado dq l a  
penetracibn, itaplica que 61 oibrco de parlti too ih t racdu l r re r  puede rer  
u t i l i z d o  co~no una medSdr cuantjtativa de l a  hablflidad de una poblacidn 
de pa rh i t o r  para penetrrr en uaa poblacS6n de c 6 l u l u  husrped (42). En 
conoecuencijr, aunque e l  procema de pmnetracibn "per me" no pueda mer o+ 
oervado, eo pooible dotermiaer 11 cin8tica dr l a  penetracun de lo r  tri- 
r .  
pomast&gotaa .a l a s  c d l u l u  de vertebrado mdiante l a  detetminrcSn del 
nhe ro  de par&itae intrace5u2ared. Todos lo r  par&Stom capacbo de pure- 
t r a r  en unr cblula no fagocStfc& 'de .vertebrado, pramantan l a  capacfdad 
de reproducixsc %ntrrcduZarnwate ( 4 6 ) ,  completando mu ciclo roproducti- 
w cuando me. produce l a  .muerto .y 'ruptura be l a  cB1ula .h&ped y contri- 
. . 
buyen a d  a l a  poUaof8a pa rad ta r io  extracelulAw. Por lo  $anto, l a  capa- 
cidad de panetracsn de una poUacf8n de parlai tor  result& eer uru medi- 
da de l a  capacidad Safectante 'be dscha pofilacan d r  T. cruoi;. 
Un &to aignificatgvo de c l lu l rc  de vertebrado e r  isrfeetdo por I 
lab de un parleito CtaUa 6),  b c h o  qua no r e  ve rafiejrdo cuaudo lo r  da- 
tor r e  eatpreaan como porcentaje de c d l u l u  infactadu.  La .Idt do1 n b r  
rt3 de pardoitor iatrrceluLarer pot d l u l a  d e b  rer  utsl i tada corn una me- 
did& cuurtf.trtfva,do. l a  penetr&ai$n, y por ende de l a  infectivfdad, ya 
que t i m e  an curnta l a  iafeccidn d l t i p l e  de lam cblu1.o hu'sepad. 
La m i c r o o e o ~ ~  de coy t ru t e  de tam utflizada en e l  curso de u t e  
oscurom y mu difereachcUn de, lor  parbitom ut racelularee  adWi;dos a 
l a  ndrana de l a  c ~ u ~ a  tiudehd, lo r  cur~am son Auy refringentae ~ o t o  1 , 2 )  
<-! :. 
,q;.. w, "\8E C. .  ; .. , 
; ' ' ;  \ & .  ' A 
Foto 1 
yoto 1. Eota microfotograffa muestra parte de una c6lula BESM 
fijada deepdo de su ex~~&cilin a tripotpsetigotea dsJ. 
clon CA-1/71 (Aumento 300 X). 
A. Se puedan identificar parkitbo qua presentm .or- 
f ologfa tlpica d&l am- tigote, tanto ihtracelulareo 
(ai) camo extracelulares (ae) . 
B. Detdle de l a  microfotografS8 A en l a  c w l  loo amee.ti'- 
gotee i n  tracelulares ee encuentran *.en e l  dsmo plang 
que l a  calula huseped. 
C. Detalle de 16 microfotograffa A en l a  ,awl ae ha eafo- 
cad6 a 10s mae tf  gotas extracelularea. Se puede 'ober- 
var que tmto l a  c6lula hudrporl como loo. msti$otso 
intracelularcee s'e encueatran fiiera de foco. 
Foto 2. Eata microfotograffa mueatra uaa c6lula BESM 
fijada deepuLe de ou expoeicGn s tripamasti- 
gotee del clon ~iranda/76. Se pueden indenti- 
f icar t r i p o w  tlgotea kdheridoe s l a  c6lula 
hugaped (te) y parhitos intracelulareql~4pi)en 
f aee de reorganieacibn a mnaetigo tea QAtimeuto 
250 'X) . 
Wa cllulaa BEsn son r i lu lae  planaa, extendidr.  que ee adhie 
perfectmeate a1 vidrio dal cubreobjetoe y presentan wr citoplawla h 
lino. La pr&emraci6a mbrfoldgica de laill cGlulas de vertebrado em 
lente con Ia metodologfa empleada (foto 3). 
eitoo, c a r  m a  de a l l u  con un cfclo intracelulrr  c 
cuanto a mu duracibn en cultiva de c6lulas, permitid 
nee de trQmmotS8oterr practS~lrmente purrs 'y . l i6rer  de contaminaci6n con 
t e  de loa  cultivos celularsr (ver 2.4) , 
Se h.a obralwrdo difaeaachs an l a  fafectiviilad de t 
de dintintas cspaa dr T, csual' en c$lulao de vertebrado USO) y en 1 
virulencSI & vSgo en anfinalre inoculados experimentrlmante co 
da lu c r p u  dr:T. c#u#T pwda vatiar cuando lo. partirota 
b j o  dbk;lnt.w. condfc%brruc cbn el Pabratotio duranta lapso 
r W f o o  (Y61. 
yes, qua a x b t m  dfforeoci.iF a t a b l e o  'y rrproduciblem an l a  clprcidad 
penetracMn cm l a  cauls hudeped, y pol: end. a 18 capacfdad infectant 
L s e  coprcidadrs infectantee. de loo cloner CA-Il71 
controlaron pesibdfcrm%ate durmte un lrpso dd cuatro 
caddor okrrvrdos ea 11 v~rulenc5a de 10s af.rlemi~5ntoe cia 
cr?uzS manten$,llor en cotsdicfonee de laboratorib de acuerdo a dh t fn t ae  
-
Foto 3. ~icrofotograffa por conttaete de faee de 
una celula BESM, cultivada en medio RPMI- 
1640 con e l  agregado de 5% de eueroi!betal 
bovino inactivado y poeteriomente fijada 
can glutrraldehido y mnntsda con gliceri- 
na; en l a  currl ee puede obeervar e l  cfto- 
plasma hialino caracterfrtico de set- c6- 
lulae plan- y extendidaa (Aumento 450 X) . 
metodologZaa pueden per reaultedo do lr rcelaccign qw fnducfrb  canaiae 
en l a  comporici6n relatfvb de l a  poblacldn prruitut. Dependi8ndo del 
protocolo de aarntenimhto, rr p d r f r n  entonces releccionar eubpoblacio- 
nee de a l t a  o 68ja capacidad iafectaate 8 par t i r  de una cepa qua coutie- 
nc rhi su?ipoblaciolurb L u  df lwenc iu  o rruj8rixam entre ajdlrfentos ' 
de T. cruzi o r  evfdenaiarfan rofmonte una ver qua dkk.e poblacionw 
hayan aid0 relacebnadu y rmt&tlizrdu (218). 
Meirelleu y oal . , (189) ' hdicm qua l a  SnfactMdad dr. ;w. carrcte- 
r fa t ica  biOl6gSca du lau  cap^ de T. c.msC. , l a  w e  re umtendrfa .amdo 
10s parl.ikor ron 'mmriarfdor 'de nv hul.p.9r n a t u r a u  r m f o t i u  & 
- v$trob La6 cepu*  e.r&ctetf.adu pot eotoa lutoru osguSaa o edec-  rn - 7 c
cibnadu y a a t a ~ a d a s e o ~  taapecta a~ pathonraja. r o l a t i i s  b lam dim- 
tBtu ruSpoM:acbnaa da puhObor ' prea-, o rarSan b g I w  ow r e  
pecto. a u t a  cpwtrr fs t ica  WldgSca. c o u u o r r t  uWmw qua r_ 
tor autorer ut$%irrran amtirbf rgrrr como c a t a l u  Wped, lo qua introduce 
una v u W e  m h  UL' e2 'IWISUZ Xa 'capaddad fia=$kicr d i ~  loe macrbfagos. 
Eete m w a u ~ '  no rr' puedr. corralacionrr con ol wulljlu, de htrrbr$sr- 
can dr. T. e t u ~ P  m cl lulu 'rus prof eaiomlmonto fagoeSticu, en lu cua?a #:d 
0610 e l  trQwwtQote "er  caps8 de panettar, d n t r u  quo t m t o  01 epimas- %-I 
W t r  cow e l  t r Q m m t Q ~ t e  aon 1InterTorJ;rader por lor  mmrbfagoa (224). 
ti'ca ttrtrQurcr d4;t ,prrhi!ko'fw ditenfdr por S c ~ l ~ r  (219). q d i n  nb 
ancontr8. correlrcMn atrr. .rx W r o  do. trmu t h o  tor matacfclico~ de 
algunu; c r p u  d4.T; . c r u s t  :.ihoculrdoa en .rrtonaa' yt .el scurro de. l a  infeccibn, 
de1 orden da l o r  5 r id t rq lWCf00tes  u u b c l f o r ,  de cepu  de diatin- 
I I I  
tr viruleoeijr pz&u jaron ' rrdkadmente. ihf e t c h n u  dr liaj r, intermedh y 
ee util izeron tripomaatSgoteu oaagufaeor para inf rc tar  a loe anha le r  
en experimontacian, oe oliarrv6 una correlaci8n entre e l  nhe ro  de para- 
r i toe  inoculador y 10s nivelr8 de paraoitem$e, exhepto en cepu  de baja 
virulencia en lu cualeu 18 hoculacibn de alto n b r o  de parSa$tou 
no rumkt6 l a  parc~ritmda. 
Se habG partulado qua ol  aaabSo yfo l a  impoaftiil2dad de reprodu- 
c i r  e l  curro do dgunor infaccbnre e x p e r b n t a l r r  per T. crux% podSa 
atril iuirm a la  b t r r o g m a U d  gaa$tica de l a  cepa ertudfada (220,156). 
SSn embargo, l a  5bgortaucSa be l a  lieterogmnrfdad de laa c e p u  dr l  pars- 
a i to  en e l  curao Be l a  fafrccidn en mihalea en experimentacMa, &lo 
se ewidmciZ! cuudo cvo. coaagre6 l a  potogaEcidad de doa clonea, provmbn- 
tee del  m h o  a ~ ~ t ~  m ' g g ~ a q  atmait. mndocrfadoo. Aunque rar- 
, . - -  
-,A it - 
b e  cloncnc hdujauon m a  ~nfmc@n agudr, wta a610 fw f a t a l  para lo r  
tadoa: con. el o t r o  clan r o G ' r ~ ~ t o n  y demrrollaron caracterSmticao 
cr6nika (341. 
Ento* datarc iboplScm qua no adlo e l  contenido gen6tico d d  borpedt+- 
dor ri3ra t&mlSh e l  contenddo ged t i co  del p r r b i t o  modulm el curso de 
l a  h f  ecc* chrgbiea 'U211, l o  que avala nuarttor r w u l  tador . 
B&xt.11$ y Rrwr es tudfwn l a  infeccidn de c 6 l u l u  de riadn 
de mno (YoroJ goy' t rQmmstSg~te# de laa  ceprr Y y CL de T. cruci (150). 
Lao rrrultador obtenidor por er tos autorer. denweatran que 10s tripomasti- 
. gotas-dr 18 cap8 CL preruitrn unaamenor fnfectibid&3 d e W o  a ou menor 
hahilad para sirluerrr a lu o ~ u l u  de vetiebrado. Eatoe reaul tdoo 
sugirib+on qua l a  crprct i iad~'Mrctante da. l o r  p a r b f b r  podrfa e r t u  
relacibxuda coti.la morfolo~fa .del t r i k t i g o  re. De. eat. =do, l o r  trio 
,TI - 1 
pmmtigoteu de l a  c q a  Y r e r ~ 8 ' i  inc.otantr. drbido a l a  p r a i k -  . 
cia de forma m u t a  c q a ,  mientraa plu m l a  cepa 
CL. u o ~ a  lo. tri-tipatau u c b a  (Emad) . - 
Deane y col. (222) inocularon cblular Vero y &la con formrr aqpLneaa  C - 
, n 
de cuatro crpar de T. c_rtyri y duguda da trer d f u  da. h c u h c i b a  a 3!i0C,; 
el oobrenodantr coatemfa a610 fonnro trfpomaut$gote anch~s, l o  (que so 
interpret6 como d&do a que Zr mayorfa da lu forawu dalgadaa pee t r an  
en la cLluZu dr'vrrteExrdo, tuhtrar. qua l m  fonnu anchau .on m-6 
comprtentw para Intexactuar can l a  c8lula hdeped. 
En e l  curm dr. cut* trab;rJo, re 06r.0~83 qua l a  mayorSa de l o r  tri- 
p o n u t Q o t u  pre-tSrtl l a  mrfolo(lfi  carrotrrPutica de loa Crimp* 
I 
t r a ta  para cClula# dr. wr taWUd,  aifmtru qua en contrapor~cibn el cloueu 
Miruldal8Q p r r ~ r a t d  .ttna muy '6aja capacidad fnf actante. b t a  obarprciibn 
.. #,I 
itnplica qua a6 lEir6eh uar.'cotrrlrc'ian =err l a  amrfologh do1 trQmw- 
que eotor 40s par&atros' aa ' mkar2an n e c r r a r ~ C r  crlaaior).dom. b t a  
o ~ x v a c ~ n "  H va . co&SYPDl(la p1: 11 fi4ciio d r  qua 10s trgpoaru tigotos del- 
gadoc b lmd(~ r l . da .  %a cap8 U ron igualrarntr manes infacturtm qua lo r  
maat* teoi @ d d ~ d c r r  p rr iatea.  oa lo8 i d c u l o r  -de ' c,@pam de T. cruci, 
l a  fnfeccff i  Idr:.cUulro. da:vertrSr.do 6. iirfcrrhr para l a  cepa 
18gCca qyc d e & d r  ii.1 fondo, g&ieo d: loa pirbfto., a: lpuar  de eat= 
igualmatr:.obul.dr p r  U tfpo dc c l lu la  huluprd (39.281, y no utuk 
relaciknrda con l a  ' . w ~ f ~ l d ~ S k :  de1  pa r ld to .  
'+L . 
. . 1. . . 
CUT: 
c.'~tuyi r e  evidenci8 qw, una vat trans- 
todor loa parb i t08  dfuridoa axtrrna- 
losnte a l a r  c&lulaa huleped r intetiorijsador. en laa PPirmae pretrentaban 
ma morfolog$a . o U l a r  a .  l a  del ernost%gote, ,mientram que 1'0s paraastoe 
no .dhsridoa a lau c h u l u  c ~ r r r a 6 . n  l a  muffolopfa caracterSatica del ' 
tripomastigote, En loo elormu Mirandall6 y 180 ao encontraron, en cam- 
mayorsa de lor. parhfibs extracelularee! odlirrilor prwantS5 l a  mor,f ologfa 
tfpica da l a c  t ~ a w t Q o t e i r .  Loo par&Ptoc del clon CA-1/71 de T. cswi 
pregentaron,auMhw, utu uyor  aapaciilrd para adfiari'rsa s la ,  u3rm 
da. l a  c$Zula hu&ped ,qua. loo tripmuutQoteg do lor  clonar CA*I f 72, Mi- 
lSoI6gfco de ear rapfda trronrfor~aaci6n nrorfoldgica de lor  a l tmmte 
infatantea trQw~1atigoCas d c l  elon CA-XI71 al contactar l a  d r m a  
- '. 7 
eo taaliSn clon dapaadihate, 
I -. I 
1.  
Lor rwulradog obtani'doo pamiten &ncluf+ .qus purden convsvir rulp 
potilacbner de * p a r ~ ~ o r  con ctia t in tm capacfdadesi "ihf ectoatea en pacicsn 
- 
tq cEug$&oa ardn%eor::y~~que la ftrfectiitfdrd~ee. itn .par&tetro bTo16gico 
caractirfst%eo d r  cad.. uu6.~b;laciSn 'de barh&or. ' ~ 1  origsn d ,  uua pobla- 
c a n  tieteragtuea -da: par&&os at un" pacfente ,chPg"acFico cr6ngco puede ile- 
bzse  a .ma: QfecdMn f ~ a k a  can unr pomrciba htarog6nea o a &tip& 
%nf isccibner., Puro': de:.hecho, . l a  coexirtea.cih do par$aitosr con cuacterh-  
tibas b i o l d p i e u  dhtktu thm. pro fundu &~cmc$aa an l a  relacibn 
FiuBaped-parSrl.fXo,~ pa' qua erta..rda&i8n sax# d,producto de l a  numatorfa 
. 
de. 1m fhtrraccibtmed entre- csda una de''lar au15;poSXacii>nee de p a r h l t o s  
presenter y e l  hu6ap.d. Por l o  i t o ,  18 rolacidn hubpod-parl i ro d 
penderg del  n h r r o  y de lu carocter f i t icu  S h l @ 8 h u  de lu aubpobl 
cionea do T. crurcS qua parad a a d f c b  husrpod. .Em i ipor tur te  d u t a c u  
qua l o  u t i l b r c t b u  dr cloil,a de T. c m t i  no a610 6. permitido deaaatr 
l a  hereragrarfdad prclraate en a a t r  eapeeh, rfno que t i a m  h p l i c m  
& profwdrr , porqur br ' c l o ~  no reiprarmtm tin productd o t t i f  ic 
obtenido en e l  lr6oratorio, rho que cad8 clan de T. cw-si reprosants 
una ru6po6irci8n 'natural' del  parlkrfto, yo que no re ha detectado h 
camliio gedt fho at ecte org~f;Jea6,0-1s-ra~qur un clon ttpreornta a un or- . 
g;urira#, y nr progoah y'ccs ancurntra"8dtTeamente rialado de otror clo- 
nes del  p a r e .  
I 
S i  ce c o n f b a  ' la  c a r r r l a c a n  qtirtcmti~ rnt re  uar a l t a  tur de cre- 
clmhuto y una rZta vikuletroia 'y viceverar, enconrrada reci eatemanto 
(2231, uo c.& duds d.e q.ui l a ,  coach t e n e t  .dm . a u b ~ 6 1 a c b n ~ 1  de T. cruai 
; , ',' 
con elta inf.ot&vSdrd y, ear'hj'a, infeetibidad; en un mi- pocbmta cha- 
g k i c o  cr8ufro p o d r k " h f 1 u m t k t  81 cur- y la  noluciSn[ de l a  mferae- 
dad de. Wgm. 
3.2 PurrtrrreiSnvde. - g g w t ' f p d  tea. ' del' cloa"CA-d7J. de T. c a t $  en 
cllular~..dr. .&w t . ut:'&ie del  efrcto '  de .nr~no$acS_rir.  
Buhdore. m 1. hZpdtuk de que lu gL.kopro t&mr de nrpetf ki? 
rergoarrblw d r . l a  ihtdrrcc%$n entre e l  Trypirnbroma c r u d  y l a  caul .  
hu6ap&, m'utudi8 .I t~fecro da lor monosac~z&iodo. p r a d o a h m t u  prementea 
I 
en lor. glCcoprdtr$hcu ~de: l a  supwffcie celular dr 1.8' c 6 l u l u  de vertebra- 
&, roQa La e&acidd B f a t m t e  da l  rtadfi  t r t p a u t i g o t e  dol p a r b i t o .  
A continuacida oe prorentan loo remultados del  eatudio del  efecto 
de nuave monoracdridor coadinmente preoenteo en lu glicoprotefnae de ru- 
perficie,  ro6re l a  infectividad de l  clon CIS-1/71 g de l a  cepa Ernertina 
- - -  7 7  - - 8 --:, -. 
1 I - .  
-- I +e . .* 
3.2.1 Bamltrdor del  ertudio dal  efecto de monoraca~idoo 
tejgdor de l  clon CA-1/71 de Ta cruci. an preamcia d no de a+C+) glucoaa, 
t ro l e r  re utfiSaaron culti;vo& de c$l.ulu rxpuartoo r i t a u l t ~ e ~ t a  8 tr& 
p0ul t fgote& de l a  cepa ~mut- d. T. c w ~  prw-ir o na de X- 
La h @ i l ~ d ' , ' d e  l o r  tr i&matigotew d e  l a  cepa I r n u t i n a  para tafec- 
tar: cblular EESM r e  vio a i d &  d o  de. ua 90% en praunc ia  de 20 mM de 
N-scetild-gl~cor~~lStia. $in amfurgo, no 0.8 ovideaci6 una i n h i b i c s n  d r  
l a  infaccMn d4 lu c6lular BWM por triponmatigotea de l  clbn CA-1171 & 
lu l i m u  coadScioruo uperL.ot8lea.  Loo renultadoa obtenidoa e n c u b  
Asimibmo, no r e  eGiddci8 m a  - i@i l i f c ih  do l a  capacidad in fac tmte  
de loo, t t i ~ m o t i g o t e o  do1 clon CA-117l de T. c m a i  cucudo 08 incub8 a 
loe parbi ' tor con' lu  c d l u l u  de vertebrado m prermcia  de otrom ocbq 
monomc~rilboa @&uua 7) . Lor drtoa olitenidoo re cmcuontran expoeaadoa 
taa&;~b'n cow fadiner da panetracilk, habfSadoae omi'tido a eat. caao l a  I 
repreurataci8n' g rUica  dr. lor ,  controler. realisador, r i b l t & e m e n t e  can 
l a  cop& Erne~t:ina, a f i h  da f a c i l f t a r  18 v i ~ u r l f z r c i 8 n  de loo resultadoe 
CEPAERNESTINA CLON CA-1/71 
Figura 6. Histogram8 que muestra el efecto de 20 mM de N-acetil-D- 
glucosamina (ray- oblicuas) sobre la infecci6n de cglu- 
las BESM por tripomastigotes de la cepa Erneatina y el 
clon cA-1/71 de T. cruzi con respqcto a loo correspondieg 
tes controles (rayas verticales) . 
(ESP= 0,03-0,l'2; n = 3; siendo ES el error estandard del 
Indice de ~enetrazi~n Medio y 3 el nhero de experimentoa 
independientes realizados) . 
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Praviamante r l a  infeccibn de 1ro c 8 l u l u  liubrprd an el  d b a r o ,  
lor  pro tosoor parh i to r  intrraelulareo oUig.dor debn  sa r .  capacea de 
lae fssee de rdheri6n e interiorizacibn del Trypanorwar crusi  puedon 
wer saparadrrr prrr su maisis,  el umcuriamo de adiiuribn e infeccibn no 
I 
Ea side dilucidrdo h u t r  e l  preseqte (181, 182, 116). 8e ha dePdrtrado 
qua l a  infecci'ba por T.. c a r t  y ' Toxapluma nondii ar t$  moduladr por e l  
e&lo c e l u l u  de 1. d l u l r  de n r tebrado  y que err* relacionada ?on l a  
r rntar i r  de glfcoprotefms de &t.ru (186), aiendo &inu dqrmte e l  
I 
Se coacidara qua muctiu int.oxaccionu cblula~cSlula eon 
da w p o r f k h  (.l79,200,178,177). V.rior eat2 
eatre, dist intor  tipov de d U u l u  
puda n r  i&a pat ~ ~ c t i u a s  @77,181,183) o p r  aquallos monom.cgt.l 
doc que conrtfittym lo r  tiidrator da carbono da la mupertfcfe celulrr  
La %nfecci$n' da c63.ulu d s  vertebrado per tr%poaarrtigotsr de TIcrusi 
i 
puede BOY i n h i U r  ' por l ac t inm con di r t in taa  erpacif $cihdes, indi;c.ndo 
qua. locft3drrtor dr crrlioao de. l a  auperf f rib. celulrr  u.th ihvolucradoe 
en e l  procscla dr. '~iirfac&n (1831. Sin d & r g o ,  e l  tratmi'ento con lec t i -  
n u  nu ee l o  wff~irntemrate  raloctfvo para .$doutfficar a lor  re* 
torer  ihv~lucrrdas en l a  interacciba entro r l  parhito  y l a  c2lula hubis- 
e* *ua i~  e l  efactcr de lor  . ~ ~ r a c g r i & a  c o n ~ d ~ . t e  D r U ~ t ~  en 1. super- 
inhibe eopecgf icspponte l a  infeccisn de varios tipor. celularea por T,cruzi. 
La preincubaci6n de lo r  p a r b i t o r  con e r t e  rponoaacSr.ido t ra jo  COOY) conae- 
cuencia l a  inhibicibn de l a  adheofin y penetracih de lo r  p a r h i t o e  de l a  
cepr Ernertina de T I  ctus i  en la  c6lula de vertebrado no fagocLtica. Por 
tor reaultador implicsn que lo& tripomortigotea de Trypmoloma cruzi ee 
: adhf a r eq  r recrptorer que contienen N-acetil-D-glucomamina, preoentoe 
: +tB ti3 
en 1amrup~r f$c ie  c lular da l a  cUula httbapad de vertebrado. 0 Pep, que 
-lor: tr ' i@wt%goter t e d r f m  'uar lect ina d r l  ttpo da l a  ag1utf;ni.m de 
gernen de trig0 '(=I en au rupsrf icin, quo. i n t e r ac tua r I~  w n  j el recap- 
tor  conteni'rndo ? J ~ . l c a t i l - g l u c o ~ a  promntr ea l a  ruperficis Colular 
de l a  c6lbla' d r  me!lfero (l9S). 
Ed 6 u e  8'a#too ., . reaultedoa, ae ha& portulado que el conocido fe- 
ctrlrril , podrfa 'drtieire , a dif  esonciu  cuurtltat%vur en 10s. 'reeiduoa do 
. . 
N-rceril-gl;ucosrmih6' prrranter em lo r  d h  tlntos, to  j idom del  ihdrpod, l o  
que retaultarsa en unu dht in t r r  ruerept%b~lidad de l o r  tejidos. a l a  infep- 
c*, influancf.ndo dr  r a te  aodo l a  dirtriliuc%l$n do 108 parhi-r  en e l  
EI ballargo de difrranciaa tan notatilea en la  irrfectividad de loo 
cloneo de T. C W ~ $  ~ittudiadot~ (yet 3.1.3) nor llw8 a e8tudi.r el ef tc to  
de eote manoracf;rido ro§xe l a  in fec t iv idd  del  pa rh i t o ,  para determihar 
o.f rram dif  ermciar podrftr aeribui'ru a di f  ermciu .  curntitativaa o 
infrccikco, ' e a ~ o ~ t 6 n d ~ a o  inici'khente 61 clon. C1L-XJCX3, por oer eate clo@ ' 'd 
e l  apdlr i n f r c tmt r  para c f l u l u  de. vertelirado de tador loe clonea de x. 
infecci6n de la0 cblulu huboped por tripomrotigotea del clon CA-1/71, 
en condicioneo identicas A Iro que inhitien l a  interiotizacfin de lo. tri- 
pomautigotea da l a  cepa E r n e r t h  de T, cruel. Ertoo remultadoe implican 
que exieten &f rrencirs ttra-empacff f c u  en lor teceptoree de muperf i- 
cis  del Trypmsroma cruri ~ l u c r r d e s  an lr interaacSbn con 1. calula 
hugoped . 
Como oe mencioarra anteribrmente, no se encontrd inhibicibn de l a  
intexiorizdci6n de lor tripoaautigoter deL clon CA-I171 en l a  cdlula de 
ver te6xado es prw encia do a tros mnor.ac~ridor c o m b n t e  prerentpr en l a  
ruperf ic ie  ' caf uler . Un f e h a  oimilor: ha rido dercripto para lor taqui- 
mitoo de T.&iadif C195). La f a t &  de inhSlj,hiSn da l a  capaciftad de pe- 
natracg6n .de loo tri'pomrrti'got&. dal clon -1174 por o tror monrauck5- 
doe, ihp1ICatSa. que 101 e&r qn elfioe receptorlee no merSaa debbids Eg'g a 
f+:c.- 
a1 rermpkasa da.,wr ~nooacSgSdo por otm .cw.la eetructura gluco&ica dal .".? 
. mi'pmo, COIW am .ha deleripto en %.acteriu. U77) . &n conaecuencSa l a  iafec- 
ciSn de c8Iulu de tnrt&do por tr%porumt&otee del clon CA-1/71 de 
T I  cruzi. ra ta r t . -udida  par -poneiitu de urperf l ie  dt.t*toa de lw 
de. 1- .cepu. t b e s t i h r  4 'Y -de T. .errre$. t. iifactible, qua. 1. f i l t a  de in-; 
kiucibn tutu' de *la f$f ecci8n celular por t r fpomt~go tae  de ' eataa ce- 
paw dc,T, 'crusi., pudiera, detirrsa r bateroganmtiid goU.ciona1 con r q e c t o  
a loo receptoru de mrrdwcrna ihvolucrador en e l  proceui fnfeccioro, 
LA diberrSda# intra-eopecZfAcr encontrado a cute nivel tm fundak 
mental de l a  ai'ateracci6n entre el parllri'to g l a  c l lulr  hugaped tirne'tk- 
portantea ihpliE~pciro y 'awel~ta  l a  complej%dd.d del aimladento de la la  
ribtfxaefdn d d l .  artrsi. e a ' l r  cdlula hdoped, tendj;mte a logrrt l a  %den- 
t i f  icaci6n y caractetieaci8n dellloe ' receptor lea, cow e l  oweto de 
eventualmente in ter fer i r  con e l  proceso de infeccidn a s a t e  nivel de l a  
3.3 Capacidad du&wtrac i6n  tripom.rr0ipot er d.e loa clonee CA-1/59, 
/69;  170 y MSranda/OO, 183 y 188 en c6lular de M f a r o :  eetudio del 
ef ecto de l a  +ace til-glucopmina. 
1 
Loo resultadoo obtenidos en e r t e  t r r h j o  con reapecto a l a  falta de 
M'libiciSn de l a  interiorisacibn de l o r  tri'gomart~gotes. del  clon CA-1.171 
de T. cruai. en pterancir . . de N-rcetil-glircooa~niua; a wncentracionis que 
fntiiben ' l a  %nteriariraai;bn de lo r  par$oitor de 180 ceprs- E r n e r t b  e Y 
de. T, cru&l, ' nor 'llevaron a ertudiar e l  afecto de e r t e  monorablrido so- 
k e  l a  Snnfrcti'Sdrd de orr ior  cloned del  p a r b i t e ,  para deterpaimr ei l a  
f a l t a  de 'Wi l j b i8n  de l a  19-cetil-glucosllobiha en l a  interioriraci6n del 
clon CA-1/71 cowtituye ua c u o  ahlado o excepcional dentro de 1.s a d -  4 
po63acibnes. 'dr' T. crusi' . ' A ,  cont2~uaci8n re. p r e r~n t an  loa  r d t d o r  del  
eo;tud%o 'del ' decto  Be.' l a  ' N-acatU-glucoua3tiM sobre l a  capac$d.d de pa- 
na t racan  de lor t r i po9u r tw tee  de lo r  clan-. CA-~159,I69,170 y Nirandal80, 
3.3.1 R.rul.tados del  mtudio del  efecto de l a  # - r c ~ t i l - n l u c o ~  
Se sxgtubron cLlulrrs BUM a ttipamutigotea, derivador de cultivo de 
tejidos de lo. cloneo CA-1159, l69, /70 y Mirandala0, l83  y I88 an priesen_ 
cia  o .no de 20 mM d e l  monoucbrido . .Conw, contralea, ea uti l izaron cultivos 
de cblulaa BUM expuestor a tri'pomutigoter 4 l a  cepa P de T. cruzi en 
'lu mimeje'cond~ioner.~erhtrle. Cver 2.8.21. 
- . .;-..'# 
La fiaUlCddd dr l o r  tripoai&ti'gote. de l a  ee& I parts i n t e ~ m a r s e  
en l a  cr lula lia,adrped 8.e vSo iintiiSida entr* \11r '7G75X en preeencia de 
-. I?. 
TABLA 12, EFECTO DE LA N-ACE'IZt*UmuI#A (20 a) mu LA CAPACIDAD . a ' 1 -  
INFECTANTE DE CLONES Y DE LA CEPA Y DE T. CIUJZI EN C X L W  DE 
. . -1 
Mirsndal88 
Cepa Y 
Figura 8. Uatograma que muestta e l  e fec to  de 20: mM de .N-acetil-D-glucoearnina so- 
bre  l a  capacidad in fec tan te  de tripomaatipotes d e  l a  ce.pa Y y de l o s  
clones CA-1/59, / 6 9 ,  /70 y Miranda/80, /83, /88 (barras  &l idas )  con r e s  
- pecto a 10s correspondientes controles  (barras rayadas). 
(ES = O,01-011; n - 3; siendo ES. e l  e r r o r  estandard de 10s Indices de Pe- 
- 
netrPcicn Mediog y g .el nGmero de. experihnentos i n d Q m d i e n t e s  rea l izados) .  
N-acetil-glucosmiaa. Lor tripamaetigotes , de loe clonsr cA-1/59, /69, 
. d 
y /70 no evidenciarton inh.ibici6n de l a  capacfdad de penetrac26n .a pre- 
- - . I  -4 
oencia de eote acGcar (Figurta 8, tabla 12). 
Con rerpecto a loo clone0 MQranda, r e  e6aerv6 una inhibicibn da apro- - - 4  
1 -1 
L 
xi$ledmente un 37% para e l  clon Mirendaf83, raientrae que 10s cbner  M i -  - - 
ruufa/80 y /88 evideaciaroa uaa 'gran rusceptikilidrd a eete monor~ctri- 
do ,' oli.tenS8ndore 'iahcilbScionew he l a  capacidad infectrnte de uu 66% y ua 
88% reapect~vammxit;e (Yigurr 8,' t a u 8  12), con rerpecto a br correrpon- 
d$antes controlere El.anbliaia a t e d ~ a t i k o  de 10s daftor revel6 que e l  
efecto inKS5ikorb de l a  capaeSdeb infectante por e l  monorac&ido ea 
Lor. reoultada~ anterbrmoste. expueatoe confixman 1. exi i t rnci i  do . 
listera~enriilad Sntra-errpmcSfi'co ea' T.', cruci. con reopecto: a lo r  racepto- 
rer de, mm&'aaa ' .Ifrttblucradoa. en , e l  procaoo 'de inf ecci8n de lu cS lu lb  
hu8aped' no f agocf tSese par" e l  rstadfo trfpomastilgote del par&.% U. La 
capacidad inf ee tante do loo crcipomae t f  go tee de. loa clonea CA-5/59. . /69 
y L7Q, al i'guaJ. gue l a  del clon CA-1/74, no se  vib f'nhibib-o en pteragaia 
be N ~ . c e t S l ~ u c o t a m ~ ~ ,  miaaerae que o i  r e  inhihis r~gnifi;eatiw.o~.ate 
l a  %ntar&ri:1zaci6a da loo t r i p o ~ t i g o t e o  de  loe. clones ~Sranda/BO, 183 
y 188 en 1- mCrmru condfcioneo experimentalea. Para e l  clon ~3randab83 
se, .ev5iienc%6, aia e!nbargo, unr i d f  Bicil5n e@t&d$~tid&nente dS&f Scativa 
de. apror~ammte ' un 37% en praeanck de1 mo~oaaclrido ,e n  coritrapos.i- 
ci8n con .lor: a l t o s  nistrlee: da inh'ibfcibn '(superfirer a1 66%) de l a  capa- 
&dad hfec tan t r  otitenidoo pava l o r  otroa doo cloner: Mirands eetudiadoe. 
Se ha demostrado recientenente que 10s epimsetigotee y loo trSpomas- 
tigoteo de T I  crunri parecen tener a1 menoo doe twr de receptoree para 
l a  Concanavalina A y l o  crglutinina de grrmen de trigo CWGA) , reopactiva- 
mente, uno da baja capaidad para de a l ra  &inidad y otro de alto chpaci- 
dad. pero' de' Gaja afinidod. Uno de estoe receptorem praoente en e l  epimas- 
tigote tiene un'o csnatante afinided par Con A cinco veces mayor que l a  
encontrda en t r i io ruf igo tes  k106). Cab. 1. posiIii1id.d de quet u i a t a  
un fenhano o.fmilar en e l / los  receptor/eo glicoprotaileo/r de ouperficie 
involucrado'fi en rl p r o c r r ~  de interior.iaaci8n da T., eruzi'. en l a  c6lula 
hu8aped, 
En i iacterhs, 'ha. podido determSrurse qua. l a  glucosa y l a  &alactora 
inhilien l a  ~mSti n vitae u ucrdfagoo puri'tonealea de ratbn. Entre 1aa 
G;octerTu crrtudiadrcr. se rrtrcruentran Srrrptococcus viridane, S. pyogenea , 
(l771. , 
Se han encontrado mutuatrr bircteriancur con defi'cibnciao en sue glico- 
pr0teh.o de auperfi'cir, cuao por ejmplo, 18 mutante sL 1102 de Salmo- 
nella eypRSthuriuno y l a  mutaute MIOB' (deficiente en galactour) de - Kleb-
e $ e l l ~  arrogeads , cuyr unan a arrcr8Eagor no ee SnhlEtxe con n i v o  de 
-
leu manosac~ridoo"que inh-n l a  uaidn deJ. tip0 orlvaje C.177) (Pigura 9 ) .  
En axperbantoa oimilaru, rr'hr detemdmdo que loo nucr8fago* de rat8n 
u unm i n  vikro & cLlulv t\rot.lee de rarbn o o tibrolilutor ab;rio&a- 
rfor. da tatbn, y se ha oWrvado que l a  glucoea y l a  galactoaa tiaaen 
iopor tkcio  en u t a  unUln, ya que 'ee logr8 inhibirla en preseneia de u- 
I 
too mnorrcrcgridoa , aurique I r  u n i h  de f ibsotilaetoa d i r ionar ioe  de rat* 
ner. C3H y cb1uJ.a~ pstitonealea de ratoneo C3M eo $nh56Sda e ~ l a ~ e a t e  cuan- 
do 10s fiIiua6laatoo me encuentran en fare de crecimilbnto logarftaico y 
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Figura 9. Posible forma de interacci6n en t re  e l  receptor de 
t ip0 l ec t ina  preoente en l a  membrana'del macr6fago 
y lo8 monooacSridoe de l a  pared celular  de l a  bac- 
terici Klebsiella aerogsnes ( a e g h  Weir, 177). 
A. Mecanismo por e l  c u d  l a  galactosa i n t e r f e r i r l a  en 
l a  aunibn . 
B. La galactooa no inhibir'la l a  unibh con m a  mutante 
bacteriana def ic iente  en galactosa. 
dentro de loo primeroe pwajeo de culrivo, mienttae qua l a  unidn a fibro- 
blaetoe confluantee no oe iuhibe con ninguno de 10s doa aziicares. Segh  
Weir, l a  naturalera d r  l o r  recegtoree de d r a n a  involucrados en laa 
interaccioneo entre cblular parece r e r  similar en bacter iss  y en c6lulaa 
eucaribnter (177). 
Caba entanccra 18 poribiliduf de que l a  f a l t a  de inhiti3cibn de l a  in- 
feccisn de lacl cLlulau BESM pat l o r  tripomastigotes de loe clones CA-I 
de T. cruei ertudiados, en preoencda de N-acetil-glucoacli~rina, pueda a t r i -  
b i r o e  a la'apericiiln do mutocibneo que traigan aprrejadee diferepciee 
me*. lu pllcoprotafna' dc mekia&h involucradaa en ha interacc56n con 
l a  cauls tiu6rp&d de d i r t fn t a r  culipoblrcfonea de. T, cruzi,  eipDilaree a 
l a g  deecriptae en bcter5ae .  
Se tia deterrainsdo que una 'corrcentracih 20 mM de N-acetil-glucoerrmi- 
na i&6a aopocfficmutnte l a  S'nfecciSn de cLlulao BEsM por triponmatigo- 
tea de  lao- crprrr Erneotiao e T ddr P.  cruzi g que ninguno de 10s otros  
monooac#rf 80s comben  te presenter en 1 4  s.uperf i c i a  celular  ee inhihito- 
ri'o a eeta  concentraei6n. A concontracSbner, de. SO IPM o superioren, todos 
l o r  nwnoeacbrf dor ihhifirn 'inrapecff i eamente l a  h f  ecci8n de cdlulur BESn 
par tripomeoti'gotes deri'vrdor de c u l t i w  de. tejidor. (4951. Andrao~a y C a l l i  
(146) encontrruon qua l a  'infrcc%& de dos Ifheas celularee, Eela y 
LLC-BlK2 , por t r i m a a t i g o t e r  Be l a  cepa Y de T. ctuzl ,  ae inhibe haeta 
F 
un BOX an preaanaia de concentracionee comprandidaa. entre  1QQ-200 de -: 
N-rcetil-glucolcaarin& y qua otros aranooacSrfdoe, no fueron inhibSdores a 
eet  as *a1 t ae concea tracioaaa,. Poetetiorment a, Collll;. y col . (2261 proharan 
el otecto de d i ~ t i n t a o  concen t~~c iones  de &aderilqluoor.oi=r en loo 
mihaor slirtemar celularrr  mencibnadoe , encontrando que una concentraci6n 
50 mM produce un efecta inhihitarin de l a  SntezioritacGn de l  p a r h i t o  
de alrededor de un 70-80% con rcsapecto al control en cSlulae L L C - 5 ,  
C - 
mientras que el  oiotema parhitoo-cblulre Hela rerulto' aer abn d s  eus- 7 
I 
L ' >  
ceptible a l a  inhibZci6n pot es t e  mnooec~rido , ob tenisndose una inhie 'J 1 
'. I 
bicibn de aproximsdamente un 90% a es t a  concentracibn. 
En nueetro sistemo, l a  intar ior i raci6n de loo triporaaetigotes d e  l a  I 
cepa Y de T. c ru r i  en lao cLlulu BESH r e  vio iohihida en un 70-75% an 
I 
prerencia de 20 mM de N-rcrtfltglucooo~lina, l o  que cancuerda con 10s re- 
isultadolr anteriormecrte expuee tor  otitenidoo par otroa autorea U95,226) . 
Lag diferenciae en l w  coacentracibner del.monssacSrido n e c a a r i a s  para 
ihtiiSi;r l a  inter ior izaci ih  d e l  prrhi'to, podrPan debaree a 10s dist intoa 
e b  temss celulerer experhentales y lo a '1- die t int-  concentracionee ds  
p a r h f t o r  ut$Xizrdae, ya que loe eoyentraciones de tripomamtigoterr de- 
rivados d e  culti'vo de te j idee de l a  cepa Y uti l fzadar  per C o l l C  p col. 
(2261 son apr'axilmdstaente 20 vrcerr superiores s 1.a util izadae en l o r  
contxolesl. de num t ro  diaaib experihental. 
Ademgr, c a b  o e b l o r  que lao cdlulao W M  coaotituyas un cultivo pri- 
maria de c6lulaa mudcularar y de p i e l  de. f eto b v b o ,  e l  cuQl ers d e  
s u r c e p t i ~ e ,  8 la ihfrrrcc58n paw T. cruz i  que las lsneata celularar. Eela, 
Vao,  CK (de ri88n de perro) (391. L a s  cblulaa~ BESH ab gobreviv8n laas 
de 1 2  eulkultivaa , tramcurridor lo8 curler cesan de divzdirae y ewerca. 
Lae. lftreas celulareo ohtenidas a partir de c l lu lae  neopl&icae o trans- 
formadae mantionen p6r e l  contrar$o, au capacidad de dividirse  y pferden 
l a  inhiLicfl5n por contacto. Se ha deswetrsdo que l a s  glicoprots$nse de 
l a  sup-erf icfe celular  era& involqcradarr, entre  otrao funciones., en e l  
control del  cxech$ento cr lu lar  y da l a  divSni8n celular,  y que su eon- 
fornrrcib~% y dii1poeici8n crrtnbir con 10s diat tntos  eatador f iai~lC3gfcoa y 
patol6gico. da 1. eQula (P271. Po+ ejexnplo, algu& l ec t inre ,  ag1utiha.n 
a l a s  cBlu5as neoplhicaa y traneformadae pero no a l a a  cdlulaa normales. 
bimiemo, ee ha dem~atrado que lo. hbdratoa de carbAo preaentea en l a  
ouperficie celular de muchae lfneaa celulares sDn diet intoe a 10s de lacl 
cglulaa padres normales, como par ejemplo, se demoatrs que l a  transforma- 
ci&r maligna de laa cdlulao t rae  cmo consecuencia la deeaparicidn de l a  
a t+i& fibronec ina de l a  superficie oelular y un notable cautbio en sus carbohi- 
dratoa de auperf i c i e  . Por Las razonee antetiormente expuestae , s e  dedidi6 
u t i l i e a r  cultivoe primeriota de c6lulao wrscularea y d a  pie1 de f e to  bovi- 
no cmo c6luleo hudeped (BES&>. Todos 1oe experimentoa realieados en e l  
,tranecureo de ee te  t rabrjo de tes ie ,  ee llevaron a cab0 con cdlulas BESH 
dentro de loa primeros 6 pasajea en cultivo. 
Se han encontrado varias evidengias ue.indican l a  existencia de he- 
- . l*r ] -,I? 
terogeneidad en l a  s u p e r f h i e  celular  de T. cruc$, l a s  cuales avalan loe 
resultados expusotoe en eate  trabajo (153,228). Vale la pena recalcar que 
Bongertz y Dvorak enuontratdn hstsrogenidad en loa antlgenoe de l  estadso 
epimastfgote de T. aruzi (831, mientras que Plata  y col. (217) deocriben 
una mercada atetogeneidad en lor. ant'lgenor de auperficie d r l  entadPo 
tripomastigote, no a6lo entre  cepaa de T. cruzi  a i m  tembih entre  cloueo 
de l  parssfto provenienteo de una dsma cepe, l o  Rue indica una U t a  hete- 
, -:'-T!K-;'; --"3W  - 2  
rogenesdad a nivel  gengtico en T. cruzr. 
Loo resultados obtenidoe por Coil i  y col. (226) sugieren que a1  menos 
una glicoprotafna antig!nfoa expresada en l a  euperficse de l  tripomaotigo- 
te es tar fa  involuctada en e l  proceso de interiorfzaci6n en lam c6luleo 
de vertekado.  Se descoaoce r i n  emh'argo, 6.i hay ot ra lo  glicoprotefnale 
La f a l t a  da ittliibieign de l a  infectividad en presencia d e  N-acetil- L-,-.akL:8 
glucosmiha encontrada para dgunoe clones de T. ctuzi,rumada a1 hecho de 
que l a  inh ib icun  de 
cepss (195,196,226) y de algwoa clones de loe cloner de T. cruei eatu- 
oidersda en el futura en 10% ertudioe tendientrr  a l a  olixrencidn de vacu- 
nao efectivasr'contra a1 T. cruti  p en loe tendienteo a lograr l a  i n t e r f e  
renci's de l  proceao SnfeccSoeo a aSve1 de l a  tnteracci5n ent 
y l a  cglula hugoped. 
Hay t o d a d a  nmmrorar futerroganteo, no dilucidador, ent 
tra cual e o t a d f ~  del porseito dtbsrfa  d i r i g i r r e  una vacuna, 
loo antSgenoo relevantar, r i  loo datemduurteo ant$gdnicoa 
no en las diWihtm cepaa de T. c w e i  y cu&do c d e n c a n  a ~xprerrrua 
lor. geneo qua 169 codsf ican. jEndudrUemente, a610 w mejor 
de l a  b%ologSa drl T3ypari0101hQ . emt i  p e m i t s r s  e l  deearrollo de wa vaeu- 
na efectiva coneka la  enfernedd de Chago~. 
Goldenbtp y col. (229) inveatfgrron l o r  produoto. fina&es de f a ax- 
prerlbn grnbtica da t r i b o u r t i p o t e s  de dkt in to .  o r ~ ~ c n e s :  and 
perfgl e lac t ro fou~ t i co  de l o o  pXip6pt.l;doo par elactroforeeis  bldimmrfo- 
nl l .  A tal efecto, ccmpararon lo. perfilea poli'peptldico. de tripollutigo- 
cibn de l a  ~mrtrciclogbnrrii  en madib contenikndo o r in r  a r t i f i c i a l  de trir- 
tomgno y ouaro ' b v i n o  , de tripamact%go tea  metrcf clfcoo provenientea de g. 
pmlihre kfec tade r  y de t r ipmast igotea  ohtenikloa en w d i o  q@uicamente 
definido, del. eloa hl 28c dr  Twpmoramek crud,  urncluyendo que 10s tri- 
pomastigotee 'pravenSanteo de d b t i n t o s  orrgeneo pteoantan' product08 f ina- 
lea de La t r w i a c M n  & viVo dSfetantes y caractarS&fcoo mgOa eu ori-  
E l  Trypaporma cruri er ,  en conaecuencia, un euar ionte  unicelular 
m y  complejo y paeee mecaniswe muy eficienteo praa l a  modulaci6n de l a  
expreridn genstica cumdo oe foe eomete a diotintao condicionee embien- 
tales. Sin embrzgo, a proar be lam diferenciw encontradam, todoo lor  
tripomaatigoter diferenter son capacer de penetrar en l a  cdlula de d- 
fero para reproducirre. Pero cabe pteguntar atl loa  tripomaetigoter de d i s  
tintoe origeneo y cepao infect- a laa cSlular por mecaniemos iddnticoa 
y ut i l~zando loo mimoo cmpcsnauter de meaaliu:ana, o sxiaten por e l  contra- 
r io  dietintor proceooo. Lor resultador expumtor i d i c e a  que axiatirfan 
diferencgas- en lao glicoprotehro erpecsf icro que modulan e l  proceoo in- 
f eccfoob en distfntoo. clonee de T I  crust. 
Pn vis ta  de l a  complejSdad, l a  Ifeterogeneiard y e l  repertorio poten- 
c i a  de 10s product00 de l a  acpraai8n ganitfca en triponrostigater de r. 
crux5 loo eatudioa'dirigidor hacia e l  derarrollo de m a  vacunr contra 
-9 
l a  enfermedad de Chrgao debrltn' iirc$ultr e l  wtudio de loa factor- comu- 
nea entre lor  d ib th too  tipor de trrlpomut$goter y entre 1.o dirt intaa 
Loo clonrs CA-I y Mirrnda utilimrsdor. en el curho de eote t r r b j o  huu 
m%Bo catacterS'~ados s e a  varior a r h t r o r .  Gioqulmi'cor y biolbgfcor har- 
t a  e l  presante. Ee interaraiilte %%g- er acar ' que a1 clon Miruldal83, 11 i g w l  
qua loo clones Mirandall6 g 178, prerentan errquizodemu a m i  idbaticoe a 
loa de lor  clonea .CA-X y difermtee de Lea reatantea clones Miranda (63). 
bi idaao ,  loo elonea CA-8. g Miruada fueron aaracterimdos con reapecto a 
l a  redctividad con e l  ant3kuexpo niowclona2 WIC 29,26.obtan%do por Srurry 
y cal., (1741, r l  cual r e  une a 1. regi8n ccndeuiendo cartohidratom de 
una glicoprotefnr de '72 Wa preriente en l a  rujmrfiicim. del  epimaetigote y 
da l  tr%pomartfgote metacfctico. Lor clonas Mikanda'ES3, 178 y 176 no pre- 
rentaron reactivSdad con este anti'cuerpo monoclonal, al inual qrte l a  
totalidad de loo cloneo CA-I, deatrae qua lo8 restantes cloner Miranda 
preeentaron una reactividrd poritiva (851, l o  que iadiea que e l  epitope 
reconocido por cute anticuerpa mofl~clonal o hien i o  oe encuentra acceof- 
ble en rlguaae poblacioneo de T. cruci o no oe encuentra univerocrlmente 
expreodo en el e p ~ u t i g o t e  de T. crusi, c o n f i ~ o  nuevsmente l a  exit+ 
tencfa de lieterogeneidd intra-mopecffice e i n t r a ~ b l a c i o n a l  en l a  cone- ' 
tirucidn mtigdnioa d&l T. cruti. Aoimirmo, '10s clones Mirandaf 76, I78 y 
/83 preaentan lu tau de crecfmiento & al taa  dal grupo de clone8 M i -  
- - 
1 .- 
randa (821 y 10s menorar valorerp de DMAitotal por organismu (A8) , . y r e  ' . 
sul tan oer 169 d# infectattea para cultikolr de cslulsr  BESM y Vero del 
grupo de clanro Mirandr, coractarfatika coplgartidr por loo c l ~ n r e  CA-I. 
Uta oliiervaci8n se realib6 durcrate*un lap& de cuatro &a durulte e l  
cual rs lir mantonida a l a  totalidad de l o r  clonw en cultavo de cSlukls, 
aunqur 8610 eb m t u w  en forma compaart$va y cuanti t i t iva l a  aapacidad 
ihfectanta fir'Yftro do doe clones del grupo Mi'r8nd8 que ae comideraron 
repraslentatiWs, ' 161 clone8 Mirrrrdal76 y Mirandrr/80. 
Reeianteunente, ha podido drtena;inaru.la uriatencia de oorrelaciones 
ent r r  itlgumr de loo p o r k e r o r  tjibqu$micor y Ulbgilcoa estudtador hmta  
e l  prujmte. en l o r  grupou de clonea CA-1 g Hiranda (223). Por ejgnplo, se  
ti;a demomtrrdo l a  rxiatoncia de una correlaoi6a entre l a  rerctividad al 
antikuirpo moaoclonal W E  29.26. y e l  t ipo ilaexmMtico (223,230) . Lo8 
clonas. Mikandal76, 178 y f 83 no preaentan reacthidad con este  anticuerpo 
y pertenecen al 8rup 1A de s&aedearrr, mientram qua. 20s rertanteo 7 clbnes 
del glrupo Mfrandr preaentrn sirnodemas tipo 2A. 
E l  anElido eo.tadfut$co co~lputarhado dcr. d g u n u ,  de. I r a  varial5les &to- 
lbgi'car- g Woqultnicao estudirbao tiaata (13 preaonte. en un t o t a l  do. 64 clo- 
nes, ha pemiei;do ertablrcer & las poSlrciknes de T. cmizi. que p r e m  
tan un U j o  contenTdo de D?lAiorgeni:omo, preernran urn baja senefbilidad 
a alopurinol, una a l t a  taea de crecimiento en medio' udnico  y unr a l t a  
virulencia en rrtoneo experimentalments inbecta&o. (223). Aunque en es- 
t e  a n l l i r i s  no fue inclufdo e l  e f w t o  de l a  N-acetil-gluco~sminr robre 
l a  penetracibn, er  intermeante daetacar l a  coinc%dencir que exiote en 
e l  hecho de qus a1 clon Mirand8183 s e  asemej.a &. a l  urupo de clone8 CA-k 
que el Mirawla, yr qua de todos loe clones Miranda eatudiadoo em el menor 
. .  
%&itiido en ru capacSdad infectante por eo.tc monaorrc~ido, a eamejmza 
&n loo clone8 CA-I. 
E l  T n q m a 0 d ~  cruri ertif conrpueoto en l a  naturalera por poblacioaem 
Ieterog8neu de pa rb i to r .  E l  eo tudgo o io ted t i co  de dimtintoa p ~ r h e t r o e  
~ o l b g ~ c o n  util'izpldo clone. d r  T .  ctuzi permite no 0610 ohtefmr un empee 
t ro  do aata bterogma$dad, s b  qua abra t d d n  l a  poribil$dad de corre- 
lacibnar dibtihtae c8racter$~ticar  l i i o l d ~ i c u  qua o e encuentrur b.jo con- 
t r o l  gendtieo dr5 pa rh i t o ,  y panaitirL probati3emnte reunir a l a r  rub- 
polilacionar dr T. cruri en un'nbrrro diacreto de grupoa, e intentrr  corre- 
lac$bnrr ertor. f &ctoges. con lam dia t l r i tu  prtologfao obervadao en l a  
/ 
enf rnpqdut' de Cwacr. 
'dad 'da 'prnatrra~%i!!n 'de . t l c b t % & e t e r  de Ti cruci. .n dlulu da 
Se. ertudiz a1 ' ef ecto de tram anticuerpor monoclonrleo obtenidor contra 
l a  frrcc5'8n f l r ~ a l r r  del rr t rdfo epimartigote dr T. (s+uri e 1 ro- 
lire 1; capacCdd.d de penatraci6n d k  tripou.tipote en d l u l u  d* -sfera. 
3.4.1 ' '*rail tad6a:'dal' rr-tudip 'drl  efacto dr. 'lea: a i t f  marpal. ~ p o n a c l s d e s  
Se expusfaron eblular BaSM a tritpomastigoter de l  clon CA-1/71 y de l a  
cepa Y de To cruoi en prerencia de trer anticuerpor monoclo~lec  en el 
media de c u l t h i ,  lor  urticuerpoe B3, D4 g MB5. Corn coatrole. rce u t i l i -  
zaron e l  &umo airtema parhitoo-cblulsr hdrped m preeencia de robrenr- 
d a t e  de mieloma y del oaticuerpo ~lonaclonal C4 ea e l  medio de cultivo. 
E l  antzcuerpo monoclonal C4 r e  otitwo t d d n  por l a  tecaologSr da hfbr i i  
domao contra la' frocci6n f lagelor del ea tadh  ep-tigate, pero poate- 
riormonte no recowc&6 ningud eetadTo de To cruei, motivo por el  curl 
fue u t i l i e d o  coara un regundo caatrol. 
~ 6 1 0  u w  de '108 antfcuerpor aonoclonrler, el  MB5, preoentd un ofecto 
3nlifiStorio .dr l a  iatrrtioriracih del  tripomutikote en l a  cdlula huSr- 
ped, qua osci36 m t r e  un 34-50% para el clon C\-1/71 y un 4qLS2Z para 
l a  uepa Y de T. cruu. En lu taWw 13 y 14 rr detaI1.n 1.s B p s d i ~  de l  
ah+o de'pr+Litoa fntraealulaqa por c6lula eii) en premencia 61 anti- 
cuerpo nwnoclsnU m5, con loo correrpondiinteo. errorss e r t m h r d  US), 
raf coma t&dd *lor  W f c r w  de paaetraci8n reopectivor y l o r  porcentr- 
$81 do fnUbSiei3n 'de la paet t rc iSa para c d r  uno de loo exparimontor in- 
depmdibatea' r r r l b r d o r  con rl  clon CA-fill y l a  cepa Y, reqpectivusmnte. 
tor porcentojrr de $nh5'iei8n con e l  anticwrpo monoclonal M85 fuaron y- 
t.dfit!i~rslmtr rggnif ~ c r t f v ~ u  en todoa lor  expetimentor reelirrdom con 
&ias poIi3rci;aner. ;d4 Ti crurf'. 
En .laa: tr6lu 15, 16 y 1 7  r* deta l lm.  lrs media8 dal nhero  de- part- 
a&tor fbtracrlu1arra pol: cdluta @>, lo*,srot.rc r r t d r r d  ( ~ 8 ' )  y l o r ,  
por apanoclonalrs 13, bG y C4, rempecti.vmeatrl Lau. Oiferencfm o6aarva- 
dao, con rerpecto a loa  controlas con eolirenrddnte de misloapr, a cup8  fn- 
df cec de. praettaci8n 'rr rrign6 atb'StrarSmata e l  valor. de 1 Cver 2. SL. 4), 
ao fumon el tad$# ticamante a imi f  ikati:u'a~' para nihguim -d.e. 16s. erperben- 
toe  ~5udepenilSenteo raalieadoo . 
TABLA 13. EFECTO DEL ANTICUPIBPO K)NOCU)NAL HBS SOW LA CAPACfDAD 
INFECTANTE DEL CILON CA-1/71 DE T. CRUZZ 
1 Sobt!enadante 0,41 Q,36 2 4,03 1 - 
'mielama (con-:,, !0,36 
trol) 0,32 
Leyudui fti: Media de1 n b m  de parh.itoo ~ n t r a c e l ~ a r e t a ~ c ~ ~ u ~  deter- 
. 
minuto em 100 o ~ l u i u  para cad. p r e p a h .  
L + ES: Media de lo. zi + error e o t a d r d  prza sad. exparimento 
indepeadiente. 
,IP: fndsee de .pendtracibnm E6C; dendd E.: % experiluental en pred 
sencia del antikuerpo monoclonal y C: $ conOro1 en presencia 
d8 oobrenrdante de mi'elomr. 
TABLA 14. EFECTO DEL ANTICUEBPO MONOCLONAL M85 SOBBE LA W A C I D A D  INPEC- 
TANTE DE LA CEPA Y DE T. CRU-21 
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TABLA 15. EEECTO DEL ANTICUEBPO mHOCU)N& 83 SO= LA CAPACIDU) INFEC- 
TANTE DEL CLON ~ ~ - 1 I 7 1  Y DE LA CIPA Y DE T* CRUZI* 
Legend=: ver tabla 18. 
TANTE DEI, CtON CA-1171 Y DE LA CEPA I! DE l'W.1 W J Z I  
> 
I=-; 
Clon/cepcr Exparimento - + ES IP 
- -  I 
Leyesuiau: vet tabla 13, 4. ' I V  - 111 
Q., 95 
t .  
C.. : I j ;.# . . 
TABLA 17. EFECTO Dm ANT'SCUERSO MONOCLONUI'C4 SOBRE LA CAPACIDAD INREC- 
'LANTE DEL, CLON CA-1/71 Y ,DE LA CEPA Y DE T. CRUZI 
Loe anticuetpoe monoclonales hsn eido utilizador para l a  identffica- I 
ci6n y caracteriracfin de cblulas, eo tructuras , mrcromol6cu- I 
, lass etc., debido a l a  a l t a  especificidad qrie preoentm. En T. cruzi, 10s 4 
anticuerpoe m4nocloneles hen eido utilizadoe como marcadores de eispecie, 
de 10s distintoo eotrdfor del gardsTto p 'para e l  airlamiento do componen- 
, 
tes eepecfficos de l a  mm6rana plaudtSca. En este estudio, oa evalubi 
$ !t+ . - 
l a  poeibilidad de que treo anticuerpoo monoclonales preeent&nra afiaidsd 
I F  
- 
por glicoprotehuu involucrdu  en e l  procuo de interiorizacibn m l a  
1 - 1  I 
I . -.c6lula hu$sprd, ueleccionLndose a t a l  efecto lo. mticuerpos B3, D4 y MB5, ..-' 
; 8' 
loo cualrs prauantan actfiidad biol8gica oon e l  eatadPo tripohywtigote, 
oegdn aa menciond aateribrmente (per 2,$.1), $610 uno de ertos anticuer- 
poo ~noclonaleu-, el  MBS, que reconoce tanto al estdPo 
atnaeti&o t e  cbm a1 trfpomaatigote, presrnta ac tiuidad l r t i c a  mediada 
por complemefito y evidencia autivfdad protectora en ratones posteriormen- 
t e  deeafiadoe- can l a  cep8 TuXehtlen dta T. cruei, present6 un ef ecto inhi- 
Gitorio oignifiaatSvo oobre l a  infecci6n in  vi tro de c6lulas da d f e -  
YO, tanto par tripomautigoter d r l  clon CA-II71 camo de l a  cepa P de 2. 
cruzi. En eota aerie de experimentor ee utilizaron momrea concentrrcio- 
- 1 
nes de tri;pomautigoter, con al objeto de adecuar Jta relaci'bn parlirrtoe- 1 
antbuerpo monoclonal, o%n a m ~ n t r r  dellmadidamnta l a  concentraci6n de I 
lsquido rrsc~tico 'en e l  riiteaaa experimental para evitar poeitjles efectos I 
t&icou. La espac$ficidad be l a  acci6n do1 anticuerpo monoclonal MB5 eo- 
. . . 
ikEiiEicih de l a  penetracih con loo anticuerpoo monoclonakes B3, D4 y C4, 
n i  oliuervrree efectos e6xicos dt loo flufdoe aacStikos. Tompoco ee obaer- 
varon alteracSoneo de lau ctlulds hu6rped' por e l  agregado de lor  flusdos 
aocfticos a1 medio de cultivo, a lrro concentraciones ut i l izadas.  E l  agre- 
gado de sobrenadante de cultivo de mielomu g de flufdos a o c ~ t i c o o  a1 me- 
dio de cultiva no produjo di~minucian de l a  motilldad, l f m b ,  n i  c d o s  
morfoldgicoe aboervableo per contraete de f a re  en lo r  tripomastigotee. 
&eta61 observecibneo indican que l a  acci6n de l  urticuerpo monoclonal MB5 
ao re debe a efectos ineopecrficoo tanto del anticuerpo corn de l  flusdo 
arcf t h o ,  rpino a un efecto direct0 de l  antieuerpo monoclonal -tire l a  
ihtetforieacidn del  partoito en l a  c s l u l r  hu4sped. 
Por inmunaprecipitaci6n de antPganoo de l  pardeito, moxcadoo w n  iodo 
radioactive, re  lia determinedo que el anticuerpo monoclonal MB5 reconoce 
m a  protefna d e W  relatsvo de 85 kDa (3.1~ y E.L.Sepra, co?kunicacibn 
parmuall . . ,  
' I  8 * 
Resultador eimilareo b n  oido obtenSdor, por Coll i  y col. (2261, quie- 
nee b n  desarrallado hikidomem secre&orer do anticuerpoo monoclonalecr 
que inh'iben parcihLmentr l a  3ntrrfcarTcaciSn do1 parloi'to en l a  cdlula de 
mamffero y alitllloo d~ loo curler  roconocen a n t ~ r a o e  Gniwe precrentee en 
c a n  que. jur.tSfique l a  aparenta. contradi'ccMn de. ,low, dotor aquf mpuee- 
to6 g 10s olitenidor, por otroo'rutoreo, con rerpecto al hecho de qua 1. 
N-acat Ol~lucoormSno prersnte una aap-or capacidad de. inhibicibn de l a  
penetraciSn del  parloito en l a  c s l u l r  hu8aprd que l o r  m t i c u c ~ m n o e l o -  
naleo. deoar ro l ldoe  haeta e1  preimnte; S i  l o r  anticuerpoa rnmclonal.elr 
aon molQculaa 'de. mayor t-tia y eu unisn con el epitope involucra varios 
carFohMatos o amindc$d08, d k k  . I t e m  o' b loquur  la  e a r u c t u r a  de l  
receptor en f g u d  o mayor grab que un monoaac8ri&, y por l o  tollto eu 
acciisn %diljii'toria deli:ar$a oar i'gurl o mayor que l a  de .la N-ecatil-gluco- 
somine. Se pueden aventurar var ise  h i p 8 t e s b  qua jw t i f iquen ea te  f e d -  
meno, ent re  e l l ae ,  que hay una baja  sfinidad de l  anticuerpo monoclonal 
por el  epitope debido a difarenciee en la  &nformaci8n cuaternaria de l  
miama ent re  loo parboitor , que l o s  anticuerpoa manaclonalee obtenidoe 
reconoican a eotwcturae glicolip!fdicrss o gl icoproteirss  prdximrs a l a s  
"glicoprotefnas" reoponsableo de l a  interaccGn ctlula-parbsito,  y que 
e l  anticuerpa monoclonal. tengrr  afinidad por l a  regi6n proteica  y no por I 
l a  r e g a n  gl'icaofdica d r  l a  mol%cula, yr que l a  regidn pro te ica  es pre- 
ferencialmeate inmunogQnica y loo anticuerpos roramente reconocen a l a s  
' 
sutructurar. ' g l i co~fd ica r  de laa glicbproteSnae.. Esta Gltima hipbteeie 
es factiljle, ya que e l  mticwtpo monoclonal MB5 preoenta una capacidad 
I 
i'nhAjltorTa de l a  panetreefin e i a i l g r  en par9aitoo de l a  cepa Y y d e l  1 
clon CA-f;l7lS 'airnque e s t e  6 1 t h  'aa e r  inh&Ubo por bate til-glucoe amirla. 
m poriUtd, .entonce~1, que e l  anticuerpo t~~xmclon&l MB5 al uniroe a l a  
porcibn prdteika de l a  g l i ' c o p ~ ~ t e f h .  iltcrrt. 18 eetructura  eapac i i l  de l  
receptor puoduciando de ro t a  o3uiura un' efecto M S b i t o r i o .  
. 
E l  adl2"oik o ib ted tSco  de l a  ouperf%cie ce lu la r  d e l  ea$adfo tr ipo- 
marrtigote a6 dihtShtae ouli;poblrcionee de T .  crutc con anticuarpor mono- 
clanalee que preamtan l a  capaci;dad da. inh ib i r  l a  inter ior izaci6n de l  
par&ito y10 canf e r i r  protecdiSn, cont r ihu i r t  prohahlemente a l a  ccmpren- 
s s n  de l  r o l  do l o r  antfgenor de ruperfTaie preucmtea en este eotadSo 
de l  prrejo%ko g de ru iospr turcta  en e l  procero %nfacci.bro, como un pmo 
prwio paxa e l  dararrol lo  de una vacuna efect iva contra el  TiyPuu)u)ma 
C A P I T U L O  r 
C O N C L U S I O N E S  
1. L.e cepu de Te ' cmci  p t o v i ~ ( ~ n  de afrlmimtoa no cuantificadoe. de 
. . 
. 
par&i^toc y puaden er tar  cotwthSdm- per 'p0ljXacib1~3: lietetog8nerrs de . .. .. 
4 .  ,,z. 
organismoo. Las caracterfot$ku: de *tam cepu. se '&~cfar"an una v e t .  
que ma w a n  raleccionado y rotatili tado csn'reapecto a la  coapoaicabn 
re l r t iva  de l a  pofflacSbn parasitaria, l o  qua depclriders' de laa condidio- 
- - 
nee: d6 mmtenitni'cmto fmpuretu. ,en e l  labrator%o. Por e l  contrarib, loe 
c&ones, a1 rrr poQaci&tur panbticmnte baroptmu de prr&aftor, oath - 1 
rxentor de lu pr r rhnac  oalecthro y oua c r r a c t e r f r t ~ c u  Giold@cu son 
reprar~mt8ribae de 1- dr ruligolikacibaeu da. prrb2tor. prwemtsr a& e l  
unr c!rusC eatars ndcada por 1. ca$acidd da panetracibn de lu formam 
tripomutQotea en lar cd lu lu  huLeped del mmffero. La caprcidad infec- 
tantr cro urr parhetro  liiol8giko qua prude determiarrse euantitativaolante 
thjo condictotmr. eeeandariradr) idr2~itroe La uti l i taci6n tle poblrcionoa 
a6 T, ctutt'. g e a L t i k ~ n t e  I'rompotfasu cclonm) Fra pomri'tib detem%nu 
que la caprcidad ihlecztmte e s  una $irnpiodad bib16gf.c. eatathe y r e p r e  
ducible, que carrctrrfite l d i c b  poblrrcidn be p r r h f t o r  
2, El aa&lirSa curnti$rtfm dr l a  ~rprc~ddsd in9ectrate ha permitido de- 
moatrax 18 curUtencPa da grander d%'ferencfu de infectiLid8d entre clo- 
tt wdstiguw per orgmirasas qwb ' p t e m t u s  un ~ p l ; L b  rsngo de fafectf- 
I 
vuad, m i r f  iendo rufppoblacbuea con a l t r ,  krtirrnedir y wa c a ~ a c i a d  
3afrclSrrate ~ 
1. ~i h.llaspo de dif e r m c i u  .ignffScatibqm. en l a a  capac iddu  i n f a r  
tantes de clones provenienter de, un draa ablamianto, ti. permirid0 de- 
Plostrar l o  exiateacir de Lterogeneidad i.ntrrr-poblacfona1' en T. cruri  
con rerpecto a eat& pa*etro biblfgfeo, implicrndo que Wden  c o u b t i k  
m?ipoli.iaciones de T. enuf  con diitfetam caiacidader infectante. en un 
aai.raa tiubeped. Debfdo a que l a  capacidad fnf'clrtante ee una medsda de l a  
bati6ilidad dr- unr deternibads 'poIilrci8n de ,T; .crtizf para penetrar en la8 
cLlulso hueaged y derrrrrolZ8r ru ciclo etrolutivo en e l  memffero, l a  co- 
1 
ariatencia de ru~poblrcf~nee de T. cruai con diet intar  capacfdadea inf ec 
I - 
tautea y e1 gtado de h.r6ropeneidd4 preeante en un pacimte poddd-$e- 
ner ibportantee, impl%coaci.r ea ' l a  preoentaci8n, ul curso de is infec- 
4,  En trabajoo realfeadoo pot otroo autore* utilitando laa cepae Y y CL, 
conoider'adae pe~ac i ' anw poXrrer 'de T. . cwzf.  en cuanto a cder tam cerac- 
t e r f s t k s s  ti5'018gikm; me 06rarv6 que l a  cap8 Y preomta principalmante 
que lor  de l a  cepa a, que preeenta principrlmente tr%pomaatigotes an- 
coa-, poatnlPndoae que l a  capacidad infectante e s t a r h  relaciiPnada con 
l a  maorfolog$a del t,ifpmutfgote.. 
~ n '  e l  currra de. er te  trabajo ma 0€imm8 QUO. 101 trfpommttgotee de 
loo dfatintos clones dr ' T. ' cruzi eetudiador, presentaron l a  morf ologsa 
I 
caracterfatica del trip- tigote mdho y , s in  embargo, s e  evidanciaron 
grandds dff areaciao en ura copacidadem inf rctantes, 10 que. implsca que 
l a  eapacsdad ibfectante no estarSa 0610 relacdonada con la  morfologPa 
del tripomaat Qote  . 
I - I  - 
- = ;+*.- $ p- ' 
5. E l  ef act6 inhiUtozio del aonosaciri;tlo ~ c e t  $ 1 - ~ 1 u s . i  aobre 
l a  capacidad ihf ectanta. de3" eotadfo tripomutfgote., 'ancontaado para al- 
gunso cepao de T. GYUZS, no puOde ser  generaL%zado. Varibr de lor  clones 
de T. c n u i  estudikdor no eon eurobpptililer a l a  M W c i h  por ea t e a  ~ d -  
\ 
sac6tfd0, en contrapoo.fci8n con l a  a l t a  euacepti§ilidad encontrda para 
algunoa clones p cepu. d.1 par l i ' to ,  l o  que &nptSca que uitaten diferen- 
volucradoo.. en l a  f:nt&racci$n con l a  cd1d.a Euhped. Una dikeraidad intra- 
eapeclfica a este niLel fundumeatal ti'eae profundar iarpli'cancirur ~ o b r e  
l a  pori l j i l idd de interfersr e l  proceoo infacchsa, a -trav& del liloqueo 
de loo receptorerr. de auperf Scie involuorador en "la penetracisp del  parl- 
r i to ,  cow un uedb  para.* conteo~ar I. anteL.dad de *u. 
6 .. La fn te r i ' o r tzac~n  de 10s tripomorti8otem ,del clon CA-LII~ de T.cruzi 
en c6lulad dd m d f e r o  no se VSO inhi§Sda por nfnguno de lor  moaoraclfi- 
dos- cdnmente premter m 'la superficie celular, eugi~iendo que lee 
di'f e r e n c h  htra-eipecEf Scaa obrsrvadsr. en' 'loa 'raceptoren. frivolucrados 
en l a  penetrrrcun dek tripamas.ti'gote del clon CA-1671 en 18 c6lula de am- 
d f e r o ,  no serfan de6idaa al rae~lplato ds un monosac6rido por otro en l a  
t .  . 
r e g s n  gli'coe~bica de l a  glfcopratefaa, 
7. Se. eatudib e l  etecto d e  t r u  anticuerpor mouoc1ond.u derarrolladoa 
contra l a  f r r u c s n  f l agda r  del par&ftcr sobre' e1,'procea.o . infecci;oeo:' 
I 
cativo y especsf icamente. l a  5nf ecci6n' de. c8lui'u; de. 'ver telirado no f ago- 
cfticaa, tanto p r  tri;ponrrrot$botae.' de l a  cepa:X wmo , 'del clon CA-L/I l  de 
Tr . efilei., ahqua. amtiao. poblicibneo- de prr&-ftor di f  i'eren en cuanto a au 
rS.tedtico da ontfiuepou manoc1oaal.o: qur'.SlaQu.ei:'o al teren la hakb 
Auhimo, .la i k a t  if i'cacibn: de an t.%cuetpor. ~nua~~~clonales que gnter- 
f ierm con 1apautraciSn .d6:T. ems& en l a  'c51trlat de nu$fero, aport. 
elementos .para el, derarro2lo de' una vacuna efecti:va contra l a  enfbrmedad 
BESM C6lulae de mlioculo eaqwl6tico y pie1 de feto bovino 
BSA Sero albGmina bovina 
Con A Concanaval.ina A 
f -  . -  . 
EDTA Acido e tilen-diamino te  tracd tico 
HBSS Solucii5a saline ba&caadrr de Hanks  
I 
IP Indice de penetraci6n 
PBS Solucidn salina batanceada de Dulbecco 
WGA Aglutinina de germen de trigo 
NOTA: Los anticuerpoa monoclonales MBj, D4 y E3 ut~lizadoa en 
mente laa nomenclaturaa de regSatro international FCH-F8-1, 
I . .  ' 
e! 
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